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Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso Resumen

RESUMEN

Antecedentes: La enfermedad meningocdcica es la principal causa de muerte por
infeccion en la infancia en los paises industrializados. A pesar de los avances
preventivos y terapéuticos, en el mundo se producen aproximadamente, 500.000
casos de enfermedad meningocdcica invasiva, que causan mas de 50.000 muertes al
ano. La gravedad del cuadro, asi como el patron de comportamiento son
impredecibles. El estrecho periodo de ventana en el que es efectivo el tratamiento y
su alta tasa de secuelas importantes la convierten en la enfermedad infecciosa
bacteriana mas temida. La expresion clinica y el prondstico vendran determinados
por una compleja interaccion entre los factores del huésped y el microorganismo.
Entre ellos, se han senalado diferentes polimorfismos genéticos que podrian
desempenar un papel relevante en la susceptibilidad y el prondstico del huésped
frente a la enfermedad meningocécica.

El ADN mitocondrial (ADNmt) se ha relacionado especificamente con la
susceptibilidad a la sepsis y el shock séptico, motivo por el que la enfermedad
meningococica podria tener también ahi un sustrato genético.

Objetivos: El objetivo principal de este proyecto es la identificacion de
determinantes genéticos mitocondriales y clinico-epidemiologicos que pudiesen
influir en el patron de respuesta individual a la infeccion meningococica en la edad
pediatrica.

Material y métodos: Se llevo a cabo un estudio multicéntrico y prospectivo a través
de una red nacional creada especificamente para la realizacion del proyecto. Esta
red -la red nacional para el estudio de la enfermedad meningococica (red ESIGEM -

www.esigem.org)- contd con la participacion de 42 unidades de cuidados intensivos

pediatricos del pais durante el periodo comprendido entre octubre de 2005 y
noviembre de 2009. El trabajo consta de una fase de analisis de 221 variables clinico-
epidemiologicas de los pacientes afectos de enfermedad meningococica ingresados
en dichas unidades y, otra fase de analisis del genotipo mitocondrial de estos
pacientes. En todos los casos se analizé el ADNmt con el fin de buscar marcadores
potencialmente relacionados con la forma y severidad de presentacion de la
enfermedad y su pronostico.

Resultados: Durante el periodo de estudio se recogieron un total de 366 casos de
enfermedad meningococica, 203 (55.3%) nifos y 125 (34.1%) nifas. La edad media
fue de 3.7 (3.9) anos. El territorio norte de la Peninsula Ibérica concentré 2/3 de los

casos recogidos. Entre los antecedentes, en 23 (6,3%) pacientes habia habido otro
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caso de enfermedad meningocica en la familia y en 35 (9.5%) de meningitis; 15 (6.8%)
habian presentado otro cuadro de infeccion grave previamente. Los diagnosticos de
entrada fueron: sepsis meningococica en 225 (47.4%), meningitis meningocdcica en
67 (14.1%) y sepsis meningocdcica con meningitis en 183 (38.5%). El tiempo medio
desde la aparicion de los sintomas hasta el ingreso fue de 11 (7.4) horas y el tiempo
medio transcurrido desde la aparicion de petequias al ingreso fue 5.49 (5.42) horas.
273 (74.4%) ingresaron en la unidad de cuidados intensivos siendo el tiempo medio de
estancia en la unidad de 3.87 (6.07) dias. La forma clinica de presentacion mas
frecuente fue la purpura petequial (64.6%). 13 (3.5%) pacientes fallecieron siendo la
causa mas frecuente de muerte el sindrome de disfuncion organica mdaltiple (6
casos). 8 (2.2%) pacientes precisaron injertos y a 9 (2.45%) se les realizd amputacion
de alguna falange o extremidad. En 233 (63.66%) casos se aislo la bacteria; 197
(84.54%) meningococo B, 16 (6.86%) meningococo C, 1 (0.45%) meningococo W135. En
cuanto al tratamiento, 323 (88.25%) precisaron expansion de volumen, en 138 (37.7%)
se empled soporte inotrdpico, el antibiotico mas utilizado fue la cefotaxima en 171
(46.6%); se utilizd corticoterapia en 115 (31.4%) casos; 209 (57.1) precisaron
oxigenoterapia. En 11 (3%) casos se realizdé hemofiltracion veno-venosa continua. En
relacion al analisis del ADN mitocondrial y tras comparar el genotipo de los casos con
dos grupos controles, no se encontraron determinantes genéticos que aumentaran las
susceptibilidad a la enfermedad meningocécica o que se relacionaran con un peor
pronostico clinico. La sobre-expresion de la variante SNPmt G11719A hallada tras la
comparacion de los casos con el primer grupo control (GC1) no fue observada tras la
comparacion de los casos con un segundo grupo control (GC2), por lo que no puede
establecerse asociacion entre dicha variante y la enfermedad meningocécica. El
distrés respiratorio tipo adulto parecia estar asociado (valor nominal) con el
haplogrupo U. No obstante, esta asociacion se perdio al ajustar el analisis mediante
la correccion de Bonferroni. Dada la probabilidad de encontrar una falsa asociacion
psoitiva entre un determinado SNP y la enfermedad meningocécica, y a falta de una
segunda/tercera cohorte de replicacion/confirmacion, dicha asociacion debe ser al
menos replicada en otros grupos control independientes. Las asociaciones espurias
pueden ocurrir con facilidad en los estudios de asociaciéon debido a los problemas de
estratificacion poblacional no detectados. El riesgo de asociaciones falsamente
positivas es mayor en los estudios de ADNmt dado que el tamano efectivo de
poblacion es mas bajo que en los estudios de ADN nuclear, lo que deriva en una

mayor diferenciacion inter-poblacional. Son necesarios AlMs (ancestry informative
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markers) mas sensibles para la estratificacion estricta de grupos poblacionales
limitados al territorio espafol.

Conclusiones: Nuestro estudio excluye con rotundidad el sustrato genético
mitocondrial de la enfermedad meningocoécica y deja en entredicho las asociaciones
previamente referidas en la literatura entre enfermedad bacteriana grave y ADN
mitocondrial. Aunque la enfermedad meningococica se presenta con mayor
prevalencia en la zona norte de la Peninsula Ibérica, no hemos identificado factores
genético-mitocondriales o ambientales que expliquen estas variaciones geograficas

en la prevalencia de la enfermedad.






1. INTRODUCCION

“Todo lo que hice en mi vida es solamente una gota en el
océano, pero me consuela pensar que si yo no lo hubiera hecho,
al océano le faltaria mi gota”.

(Santa Teresa de Calcuta)
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La enfermedad meningocécica es la principal causa de muerte por infeccion
en la infancia en los paises industrializados. Aproximadamente, alrededor del mundo
ocurren 500.000 casos de enfermedad meningococica invasiva causando mas de
50.000 muertes al afo. A parte de las epidemias, cada ano se registran alrededor de
1.2 millones de casos de meningitis bacteriana, de los que alrededor de 135.000 son
fatales: 500.000 de los afectados y 50.000 de los que fallecen son debidos al
meningococo®. En Espafia se registran alrededor de 1000 casos de enfermedad
meningococica cada aho, con una mortalidad del 10% (fuente ISCIlI - datos de
enfermedades EDO), lo que supone decenas de fallecimientos cada afno.

Los nifos representan uno de los grupos mas susceptibles de padecer la
enfermedad sobre todo en los rangos de edades comprendidas entre 1-3 anos y 12-15
afios, donde se sitla la tasa de mayor incidencia, y la mortalidad es mas alta®.

La mayoria de los casos sin tratamiento tendran un desenlace fatal: la
meningitis meningocdcica tiene un 100% de mortalidad sin el tratamiento adecuado.
En paises industrializados la tasa de letalidad es del 5-10% mientras en Africa es
cercana al 40%. La tasa de letalidad por septicemia fulminante puede exceder del 15-
20%. Ademas, cerca de un 20-25% de los supervivientes a la meningitis meningocdcica
sufriran secuelas neurologicas (sordera, epilepsia, retraso mental,...) y, de los que
sobreviven a la purpura fulminante desde un 20 a un 60% pueden tener algun tipo de
secuela (amputaciones, injertos cutaneos,...)>. Por otro lado, la gravedad del cuadro
es impredecible y, el estrecho periodo de ventana en el que es efectivo el
tratamiento la convierte en la enfermedad infecciosa bacteriana mas temida.

Desde el punto de vista epidemiologico, es una enfermedad pleomoérfica, con
diferentes tasas de incidencia, distribucion de serogrupos, expresion clinica y grupos
de riesgo dependiendo de la zona geografica y la estacion del afio en que se produzca
la infeccion. Los factores que determinan la aparicion de una cepa y el patron de
comportamiento de la enfermedad (epidemia, endemia, hiper-endemia) no estan
plenamente aclarados, lo que continta siendo un importante reto para la Salud
Publica de los paises industrializados*.

Existen todavia muchos interrogantes en la epidemiologia y el
comportamiento de la enfermedad meningocécica que hacen atractivo su estudio
tales como, la relacion entre la condicion de portador y la posibilidad de enfermar,
la variabilidad del periodo de incubacién, los condicionantes de la respuesta

inmunoldgica frente al agente causal, la periodicidad de los ciclos multianuales, los
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cambios en la distribucion de serotipos y las posibilidades de predecir la evolucion de
la enfermedad, entre otros.

La genética a través de los estudios de asociacion ha contribuido en los
Gltimos afos al avance del conocimiento de la fisiopatologia de multiples
enfermedades®. El estudio de los genes implicados en el desarrollo de estas
enfermedades nos permite predecir el riesgo, susceptibilidad, pronostico o
resistencia a desarrollarlas®®. En el momento actual ya se han publicado estudios de
asociacion genética llevados a cabo en algunas enfermedades importantes por su alta
prevalencia en la poblacién infantil”'® (otitis media, asma, diabetes tipo I, celiaquia,
etc.), y otras de especial interés por su alta mortalidad y/o morbilidad en este grupo

de edad>' "

(enfermedad meningocdcica, enfermedad neumococica). Algunos
autores defienden la presunta asociacion de una variante genética con un mayor
riesgo a infeccién meningococica'; individuos afectos tienen ademas un riesgo
incrementado a desarrollar sepsis o por el contrario otras variantes se relacionan con
menor riesgo de padecer la enfermedad.

La evolucion del ADN humano se ha visto influenciada por las enfermedades
infecciosas que han ido padeciendo los hombres a la largo de la historia®'>". Si bien
la mayoria de los estudios han sido dirigidos al analisis de la respuesta inmune del
huésped, la recuperacion tras la sepsis esta directamente relacionada con la reserva
fisioldgica del huésped que depende de manera critica de la funcién mitocondrial’®.
El ADN mitocondrial (ADN mt) posee caracteristicas que lo convierten en objeto de
estudio en estudios de asociacion genética. Ademas, existen evidencias recientes que
sugieren que ciertos haplogrupos del ADNmt tienen una importancia funcional que
aumentan la susceptibilidad de padecer cierto tipo de enfermedades' 8.

En el presente estudio, se abordaran los aspectos clinicos, epidemiologicos y
genéticos y, su posible influencia en la forma de presentacion clinica y pronodstica de

la enfermedad meningococica en la edad pediatrica.



2.REVISION DEL PROBLEMA

“La ciencia ganara nuevas zonas a lo que hoy parece
inexplicable. Pero las rayas fronterizas del saber, por muy
lejos que se eleven, tendran siempre delante un infinito mundo
de misterio”.

(Gregorio Maranoén)
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2.1. ENFERMEDAD MENINGOCOCICA

211 Definiciéon de enfermedad meningocédcica

La enfermedad meningococica es un cuadro clinico causado por la bacteria
Neisseria meningitidis, que puede presentarse como meningitis y/o meningococemia

419 Dentro de la

y progresar rapidamente a purpura fulminante, shock y muerte
denominacion de enfermedad meningocécica se incluyen, junto a la meningitis
cerebroespinal epidémica, diversos cuadros clinicos transmisibles producidos por
Neisseria Meningitidis que no siempre producen afectacién meningea'®. Con el fin de
unificar actuaciones en el control y la lucha contra la enfermedad meningocécica, el
Grupo de Vigilancia de la Enfermedad Meningocoécica de Estados Unidos elaboré unas
definiciones arbitrarias de caso indice o primario, caso coprimario y caso secundario
que fueron aceptadas por el Grupo de Expertos en Meningococos de la Direccién
General de Salud Publica del Ministerio de Sanidad de Espaia®.

e Caso primario o indice es aquel que se presenta aislado y sin relacion con
otro caso anterior.

e Caso coprimario es el que aparece en un contacto intimo o conviviente del
enfermo dentro de las primeras 24 horas a partir de la hospitalizacion del
caso primario.

e Caso secundario es el que se presenta en un contacto intimo o conviviente
del enfermo y comienza 24 horas después de la hospitalizacion del caso
primario. La definicion anterior limitaba el tiempo hasta 31 dias, debido a que
tradicionalmente se habia observado que el 60-70% de los casos secundarios
se producian dentro de la semana siguiente a la aparicion del primer caso, y
el 90% se producian en las primeras dos semanas. Recientemente se ha
observado que la mitad de los casos secundarios aparecen después de 5

semanas 0 mas de la presentacion del primer caso.
2.1.2 Resefias histoéricas
Aunque es posible que ya se conociese en la Antigliedad, las primeras

referencias historicas de la enfermedad meningocécica datan del siglo XVI. No

obstante, el comienzo de la historia de la enfermedad meningococica parte de un
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brote de una enfermedad infecciosa que caus6 33 muertes de en Ginebra en el afo
1805 siendo descrita ese misma época por Vieusseux?'. En 1884, los patologos
Marchiafava y Celli observaron por primera vez un micrococo ovalado en una muestra
de LCR%. Mas tarde, en 1887 Anton Weichselbaum aislé por primera vez la bacteria a
partir del liquido cefalorraquideo de un paciente afecto de meningitis purulenta.
Dicha bacteria fue denominada Neisseria intracellularis®®. En 1901, Albrecht y Ghon
demostraron su presencia en la nasofaringe. El descubrimiento del meningococo
motivo los primeros ensayos vacunales utilizando la totalidad del germen, los cuales
no tuvieron éxito. Dopler, en 1909 describi6 la existencia de dos grupos seroldgicos
diferentes, que denomindé meningococo y parameningococo, clasificacion que se
siguid de otras muchas. En 1913, Flexner introdujo la seroterapia en el tratamiento y
redujo la letalidad del 80 al 30%, tratamiento que seria relegado, en 1939, por la
llegada de las sulfamidas, las cuales redujeron nuevamente la letalidad al 20%*.

N. meningitidis es el agente causal de un amplio espectro de enfermedades
con diferentes prondsticos. Antes de 1920, la enfermedad meningocdcica causaba la
muerte en mas del 70% de los afectados. A principios de siglo, gracias a los trabajos
con suero de caballo de los cientificos Jochmann, en Alemania, y Flexner, en Estados
Unidos, asi como la llegada de la era antibiotica se consiguié reducir la mortalidad
hasta casi el 40%>. Sin embargo y desde entonces, la mortalidad por enfermedad
meningococica no se ha conseguido reducir a pesar del adecuado tratamiento

antibidtico y la vacunacion.

2.1.3. Epidemiologia de la enfermedad meningocoécica

2.1.3.1. Vision global

N. meningitidis es una de las principales causas de meningitis bacteriana,
sepsis grave y shock séptico en todo el mundo. La enfermedad meningocécica
representa la primera causa de muerte por infeccidn en los paises industrializados®.
Se estima que alrededor del 10% de la poblacion en circunstancias no epidémicas es
portadora de este microorganismo®, existiendo una importante variacién segin la
edad de los pacientes: menos del 3% en nifios menores de 4 afos, del 24 al 37 % en
jovenes de 15 a 24 afios, e inferior al 10% en los pacientes de edad avanzad?.

Existen cinco serogrupos comunes (A, B, C, Y y W135) responsables del 90% de
las infecciones por meningococo en todo el mundo (ver figura 1). En concreto, los
serogrupos A, B y C son los agentes causales de la mayoria de los casos de

enfermedad meningococica, predominando los serogrupos B y C en Europa y América,

12



Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso 2. Revisién del problema

mientras que el A y el C en Asia y Africa®®*. Asia ha sido el foco de las mayores
epidemias de los Gltimos 30 afos (China 1979 y 1980, Vietnam 1977, Mongolia 1973-
1974 y 1994-1995, Arabia Saudi 1987, Yemen 1988). Es destacable la epidemia
ocurrida en el subcontinente Indio de 1983 a 1987. Entre 1987-1996, dicha epidemia
se extendié a Oriente Medio causando la enfermedad a un grupo de peregrinos

durante el Haj a La Meca y se extendi6 a los paises africanosZ.

Norway, 1969
B:B:15:P1.7,16

Oregon, 1994 B,C

B:15:1.7,16 Spain, 1974

B:4:P1.19,1

B,C,Y 4:P119,15
Cuba, 1980 Japan, 1979
B:4:P1.19,15 B:15:P1.7,16

Australia, 1982
Brazil, 1985 B15:P17,16
B:4:P1.19,15 B,C
)
South Africa, 1980
B:4:P1.19,15

Chile, 1985
1513

New Zealand, 1992 to present
B:4:P1.4

Figura 1. Distribucion mundial de los distintos serogrupos de meningococo
(Adaptado de Stephens et al 20073')

Recientemente se ha incrementado el nimero de casos debidos al serogrupo
Y, aislandose Unicamente en Israel, Suecia y Estados Unidos. El serogrupo W135
representa tan solo el 4% de todos los casos de enfermedad en Estados Unidos. En el
ano 2000 se declar6 la existencia de un brote internacional debido al serogrupo W135
entre un grupo de peregrinos del “hajj” (peregrinacion a La Meca) y sus contactos
incluyendo habitantes de Estados Unidos®****. También dicho serogrupo fue aislado en
una epidemia que afect6 a Burkina Faso durante los afios 2002 y 20033,

Por otro lado, cabe citar el aumento inesperado de los casos de enfermedad
meningococica producidos por el serogrupo X que podria llegar a ocasionar una nueva
epidemia®.

La frecuencia de epidemias de enfermedad meningocodcica depende del grupo

clonal de la bacteria, asi como de las diferencias socioecondémicas y las condiciones
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medioambientales. El nUmero de casos provocados por los diferentes grupos clonales
varia segin la edad*®.

La zona mas afectada ha sido la region semi-arida del Africa sub-sahariana,
bautizado por Lapeysonnie como “cinturén de la meningitis”, el cual se extiende
desde Etiopia hasta Senegal. En esta region el serogrupo A representa una amenaza
para la salud publica desde hace casi un siglo. Cada 8-12 afos se producen brotes con
una prevalencia de 500-5.000/100.000 habitantes. Tras el brote de 1995-6, se cred el
Grupo Internacional de Coodinacion para la Provision de Vacunas para el Control de
Epidemias de Meningitis. El principal objetivo de este grupo es asegurar el acceso
rapido y equitativo a las vacunas y material de inyeccion con el fin de adecuar su uso

cuando los recursos son limitados®’.

2.1.3.2. Situacion en Espafa

La vigilancia epidemioldgica de la enfermedad meningococica en Espafa se
realiza a través de la notificacion a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica al
tratarse de una enfermedad de declaracion obligatoria (EDO). La evolucion de la tasa
de incidencia muestra por un lado, un nivel de endemia en torno a los 3 casos por
cada 100.000 habitantes y aho y, por otro, ondas epidémicas, siendo las mas
importantes la de 1962-65, 1971-72 y sobre todo la de 1979, afo en que se alcanz6
una tasa de 17,9 casos por 100.000 habitantes®®. Segin el Sistema de Informacion
Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia, el serogrupo B ocasiona la
mayor parte de los casos, siendo raros los aislamientos de serogrupos A y C. Del
informe del Ministerio de Sanidad y Consumo sobre “Vacunas conjugadas frente a
meningitis C”, se desprende que desde el inicio de los 90, se observd una tendencia
creciente de las cepas del serogrupo C en regiones del oeste del pais, sin elevacion
de la incidencia global de la enfermedad meningococica. A partir de la temporada de
1995-96 se observo en regiones del noroeste del pais ademas de un predominio del
serogrupo C, un marcado aumento de la enfermedad, en concreto de la cepa 2b.
También, se modifico el patron epidemioldgico de la enfermedad: mayor afectacion
de adolescentes y jovenes, tendencia a “clusters” o agrupaciones de casos e
incremento en la letalidad. Este incremento de incidencia se extendié a las
Comunidades limitrofes durante la temporada de 1996-97, de forma que la tasa de
incidencia de esa temporada en Espafa ascendié hasta 5,8 casos por 100.000
habitantes y el serogrupo C paso a representar el 73% de los casos confirmados en el
pais, con la consiguiente alarma social. Ese ascenso fue asociado con un crecimiento
en la tasa de incidencia general de la enfermedad, que fue desigual en las diferentes

comunidades auténomas. Esta situacion condicion6 que, en 14 de las 17
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comunidades, desde diciembre de 1996 hasta finales de 1997, se decidiera realizar
una campana de vacunacion entre los 2 y los 19 afos de edad, utilizando la vacuna
entonces disponible A+C. Dicha vacuna demostré una alta eficacia a corto plazo,
aunque, tras un ano especialmente los grupos de edades inferiores mostraron una
rapida pérdida de anticuerpos protectores y, por tanto una rapida disminucion de la
eficacia, de tal forma que en afos sucesivos se detecto un paulatino incremento en
los valores de las tasas de ataque de la enfermedad. Esta observacion resultd
determinante para que, en otofio de 2000, poco después de obtener la licencia en
Espana, se recomendara la inclusion en el calendario de una nueva vacuna frente al
meningococo de serogrupo C. Esta vacuna se desarrollé seglin la misma estrategia de
conjugacion del polisacarido que se habia seguido unos afos antes con la
Haemophilus influenzae tipo b. Al ser una vacuna conjugada, el tipo de respuesta es
diferente: es inmundgena desde los 2 meses de edad, la respuesta que se obtiene es
de larga duracion, y tiene la capacidad de reducir las tasas de portadores generando
inmunidad colectiva o de rebano. Por este motivo, la vacuna conjugada previene la
aparicion de nuevos casos de enfermedad y, adicionalmente impide la transmision
del microorganismo. Este efecto, por el que aquellos colectivos que bien por edad o
bien por otras causas, no han recibido la vacuna se ven protegidos de forma
indirecta, probablemente constituye hoy dia la mejor estrategia para el control de la
enfermedad. Tras 5 afos de aplicacion en Espafa de las nuevas vacunas conjugadas,
el descenso en el nimero de casos provocados por el serogrupo C ha sido muy
significativo, situandose dicho descenso en torno al 90% en 2004. La caida en el
numero de casos de este serogrupo no ha venido acompanada de un aumento en las
tasas del serogrupo B. Los serogrupos Y y W135 presentan un mayor nimero de casos
en los Ultimos afos, pero este aumento es aln poco significativo, por lo que podemos
decir que no se ha observado, de momento un fenomeno de reemplazamiento del
serogrupo C por otros. La inexistencia de un criterio claro de vacunacion, condujo
finalmente a la realizacién de campanas de inmunizacién activas de la poblacion de
18 meses a 19 afnos con la vacuna de polisacaridos A y C por la mayoria de las
Comunidades Autonomas. Durante el afo que sigui6 a la intervencion se observo un
descenso global de la Enfermedad Meningocécica del 45% y, aunque disminuy6 en
todos los grupos de edad, la reduccion mas importante se produjo en el grupo de 2 a
19 anos. Ese mismo ano las defunciones debidas al serogrupo C se redujeron en un
67%. Dos afos después de la vacunacion, en la temporada 1998-1999 segln el informe
anual del Centro Nacional de Epidemiologia, se mantuvo el descenso de incidencia

por serogrupo C. Este descenso no habia sido homogéneo territorialmente: el
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serogrupo C continuaba siendo el serotipo dominante en cuatro Comunidades
Auténomas, las tres que no realizaron campafa de vacunacion y Baleares (en esta
Ultima se habia relacionado con el intenso trasiego de turistas procedentes de
Europa) y, su incidencia ha aumentado en Andalucia con respecto a la temporada
anterior. En las Comunidades Auténomas en las que se vacuné a la poblacion, la
incidencia se redujo y el patron estacional desaparecio®=°,

En la temporada 1999-2000 aumenté la incidencia de Enfermedad
Meningocdcica un 22% con relacion al mismo periodo de la temporada anterior. Este
aumento fue significativo en cinco comunidades auténomas: Canarias, Madrid y
Extremadura a expensas del serogrupo B y, Cataluha y Comunidad Valenciana a
expensas de los serogrupos B y C. El serogrupo C se habia aislado en el 35% de los
casos de enfermedad meningococica declarados en el conjunto nacional. De los 170
casos con aislamiento de serogrupo C, en 18 existia antecedente de vacunacion,
correspondiendo casi la mitad de éstos a edades entre 2 y 4 afos, lo que pone en

evidencia la escasa duracion de la inmunidad en estas edades®.
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Figura 2. Epidemiologia de la enfermedad meningocécica en Espaiia en la
temporada 1978-2002 (Adaptado de Vazquez Moreno et al®8),

La temporada siguiente al 2002 viene marcada por la realizacion de la
vacunacion en adolescentes en las comunidades autonomas que todavia no lo habian
hecho®. En la Figura 2 se observa como el nimero de casos totales de enfermedad
meningococica ha descendido de 1.624/aho a 822/ahfo desde 1978 hasta 2002 a

expensas de los casos debidos al meningococo C. No obstante, obsérvese en la tabla 1
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como la tasa de incidencia de la enfermedad debida al meningococo B se mantiene

“congelada” desde el afio 2000%*',

PRE-UACUNAL POST - VACUNAL S

1000-2000 | 2000-2001 | 2001-2002 | 2002-2003 | 2003-2004 | P004-2005 | 20052008 | gg 2005.2006

SEROGRUPO Casos| Tasas | Casos | Tasas | Casos | Tasas | Casos| Tasas | Casos | Tasas | Casos | Tasas | Casos| Tasas| con 1999-2000
Total confirmados | 1115 | 280 | 716 | 178 | 898 | 217 | 747 | 178 | 743 | 174 | 697 | 161 | 603 | 128 | a0
508 615 | 154 | 472 | 117 | 554 | 134 | 480 | 116 | 517 | 120 | 502 | 116 | 484 | 106 | 246
59C 42| 103 | 163 | 040 | 236 | 057 | 173 | 041 | 48| 035 | 24 | 020 | 86| 020| 79
No grupablas 2| 046 | 48| 012| 66| 016 | 55| 043 | 41| 0f0| 3| 009 | 22| 05| 645
Otros serogrupos 20| 005 20| 005| 24| 006| 22| 005| 30| 007 | 27| 008 | 18| 0pd| 100
50. desconocido 7 oo | 13|om| | ope| 8| om| 7| ome| 6| 00| 13| 0m 85,7
Total probables 508 | 107 | 256 | 064 | 262 | 063 | 105 | 047 | 714 | 050 | 237 | 055 | 219 | 050 | 569
Total 1624 | 407 | 072 | 241 1160 | 281 | 943 | 225 | 67 | 224 | @34 | 216 | 82 | 188 | 404

Tabla 1. Enfermedad meningocécica en Espaia en las temporadas 1999-
2000 a 2005-2006. Casos y controles por 100.000 habitantes segin el
diagnéstico microbiologico. Adaptado del Boletin Epidemiologico del

Ministerio de Sanidad y Consumo*!.

En la temporada 2005-2006, las tasas de incidencia de casos confirmados mas
elevados correspondieron a Cantabria, Navarra, Ceuta y Pais Vasco. Estas tasas se
explican en parte por la elevada incidencia de serogrupo B en estas comunidades. En
esta temporada, que supone la sexta desde la introduccion de la vacuna conjugada,
las tasas debidas al serogrupo C fueron muy bajas en todas las comunidades
auténomas. Las tasas mas altas correspondieron a Galicia y Navarra. La tasa de
incidencia en Galicia ha superado la tasa mediana del quinquenio previo. La
incidencia mas elevada de casos confirmados correspondié a los menores de 5-9 afnos
(ver tabla 2). Las tasas mas altas debidas al serogrupo B correspondieron a los

menores de 5 afios lo cual se ha repetido en las Gltimas temporadas*'.

PRE-VACUNAL POST-VACUNAL
1999-2000 2003-2004 2004-2005 2005-2006

GRUPOS DE EDAD Casos Tasas Casos Tasas Casos Tasas Casos Tasas
<1 218 5647 131 2037 115 2529 104 2250
1-4 342 2317 160 946 180 10,29 159 8,85
5-9 142 730 69 351 46 229 54 262
10-14 74 354 54 257 31 149 21 1,01
15-19 108 422 84 359 62 295 60 2,63
20-24 45 144 48 1,61 | 107 39 1,40
25-44 E3 0,50 80 0,57 74 052 60 04
45 - 64 54 0,72 50 0,51 72 071 55 08
> 65 59 0,68 66 0% 79 109 51 0,69
Total 1116 2,80 742 1,74 696 161 E03 1,38

Tabla 2. Enfermedad Meningocdcica en Espafia en las temporadas 1999-
2000 a 2003-2006. Casos confirmados y tasas por 1.000.000 habitantes
por grupos de edad. Adaptado del boletin epidemiolégico?!.
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En cuanto a las tasas de letalidad, se produjeron un total de 86 defunciones,
75 en casos confirmados, siendo la letalidad global de 10,5-12,4% para los casos
confirmados y se ha mantenido por encima del 11% en las Ultimas 5 temporadas. La
letalidad mas alta la presentaron los casos producidos por el serogrupo C, 24,4%. La
letalidad debida a los casos producidos por el serogrupo B fue de 10,8% siendo la mas

alta en los Gltimos siete afios*' (Ver tabla 3).

1999-Z000 2005-2006
SEROGRUPD Defunciones| Letalidad |Defunciones| Letalidad
Total confirmados 106 Q.50 75 1244
SgB 45 722 50 10,78
SgC % | 131 21 24 42
No grupables & 0,68 2 9,00
Otros serogrupos 1 5,00 1 5,56
50. desconocido 0 0,00 1 7.69
Total probahles 28 5,51 11 502
Total 134 8,25 a6 10 46

Tabla 3. Defunciones totales y letalidad segun el diagndstico
microbiolégico. Temporadas 1999-2000 y 2005-2006*.

La forma clinica de presentacion mas frecuente en los casos confirmados fue
la sepsis (con o sin meningitis) en el 62%. En los casos probables el porcentaje de
casos que cursaron con meningitis fue ligeramente superior a los que cursaron con
sepsis, si bien esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Los cuadros de
enfermedad meningocdcica confirmados que cursaron con sepsis (con o sin
meningitis) fueron mas graves que los que cursaron solo con meningitis. Analizando el
serogrupo, la letalidad debida al serogrupo B fue menor que la del C en los cuadros
de sepsis asi como los que cursaron con meningitis.

En cuanto al fenotipo (serotipo y serosubtipo) de las cepas que han causado
enfermedad un 34% de los casos fue debido al serogrupo B y un 21% de los C. El
serosubtipo P1.15 (20%) y las cepas no subtipables (16%) fueron las mas frecuentes
entres las cepas del serogrupo B para las que se dispone de esta informacion. Los
serosubtipos mas frencuentes mas frecuentes del serogrupo C fueron el P1.5 (50%) y
las cepas no subtipables (28%). El serotipo 2a ha pasado de representar el 3% de las
cepas subtipadas del serogrupo B en la temporada 2001-2002 al 12% en la uUltima
temporada. La letalidad de las cepas del serotipo 2a ha sido mas elevada que la
causada por el resto de los serotipos, si bien la diferencia no ha sido

estadisticamente significativa.
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En resumen, en Espafa, la temporada 2005-2006 ha sido la primera en la que
descendieron de manera global los casos en cohortes que no fueron objeto de
vacunacion. Este efecto puede explicarse por la inmunidad de grupo conferida por la
vacuna al haberse completado, practicamente en todas las comunidades, las
campanas de vacunacion en adolescentes, principales portadores de la bacteria. El
predominio del serogrupo B vuelve a ser general en todo el pais. Los cambios
observados en la incidencia de este serogrupo no han sido relevantes y el descenso
observado (25%, si comparamos con la temporada 1999-2000) probablemente se debe
a los cambios ciclicos que afectan a la evolucién de la enfermedad“**'. El nimero de
casos debido a otros serogrupos se ha mantenido estable. Aunque el porcentaje de
casos probables ha disminuido, suponen un importante nimero en el total de casos
declarados. La utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa en el
diagnostico de casos en los que el cultivo es negativo es una practica poco frecuente
en algunas CCAA por lo que el niUmero de casos de enfermedad meningocdcica podria
estar infraestimado lo cual podria tener relevancia en la evaluacion de la evolucion

de la enfermedad y el impacto de la vacuna.

2.1.4. Caracteristicas microbiolégicas

Neisseira Meningitidis, cominmente llamado meningococo, es una bacteria
aerdbica, capsulada y gram-negativa; tiene morfologia de diplococo arrifionado, no
esporulado y, generalmente, posee fimbrias. Se cultiva en medios enriquecidos con
sangre, con cierta humedad y en una atmosfera con 2-8% de CO2 a una temperatura
de 37°C* (Figura 3).

Figura 3. Fotografia del meningococo. Obsérvese la morfologia de
diplococo arrifonado y la presencia de fimbrias. (Adaptado de

bioweb.uwlax.edu/)
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El hombre es el Unico reservorio conocido de esta especie que se aisla en la
nasofaringe de individuos sanos en porcentajes que oscilan entre el 4 y el 20%,
variacion asociada a factores como la edad, las condiciones de endemia o epidemia,
etc®. En los casos de enfermedad invasiva, se aisla de liquido cefalorraquideo (LCR),
sangre, petequias, liquido sinovial, etc. En el caso de aislamiento en la nasofaringe,
al no ser una muestra estéril, se hace necesario eliminar otra flora acompanante,
incluyendo Neisseria saprofitas y otras especies comensales. En este caso el medio
selectivo utilizado es el descrito por Thayer y Martin, en 1966, consistente en agar
chocolate suplementado con vancomicina, nistatina y colistina. El crecimiento en
este tipo de medio constituye la base de la diferenciacion inicial entre las 2 especies
patogenas ya mencionadas y el resto de las especies, que son saprofitas. Las especies
patogenas crecen en medio selectivo mientras que las saprofitas no, aunque hay que
sefalar que Neisseria lactamica y Neisseria polysscharea si crecen al igual que puede
hacerlo un limitado porcentaje del resto de las especies comensales. La
identificacion de N. meningitidis y su diferenciacion de otras Neisseira se realiza
fundamentalmente por diferencias en la degradacion de azlcares (glucosa, maltosa,
sacarosa, fructosa y lactosa) y los perfiles enzimaticos. El meningococo degrada la
glucosa y la maltosa pero no la sacarosa la fructosa y la lactosa. Existen dos enzimas
cuya deteccion es de especial relevancia en el género Neisseria. Asi, la presencia de
gamma glutamilaminopeptidasa es casi exclusiva de N. meningitidis mientras que la
beta-galactosidasa la produce Unicamente N. lactdmica®.

El meningococo presenta una serie de antigenos caracteristicos de especie
(Figura 4) y, algunos de ellos se han utilizado para su tipificacion. Los mas relevantes
son el polisacarido capsular, que define el serogrupo de las cepas, las proteinas de
membrana clase 2 y 3 por las que se clasifican en diferentes serotipos y las proteinas
de membrana de clase 1 que definiran los serosubtipos. Adicionalmente se ha
utilizado el lipopolisacarido para clasificar las cepas en inmunotipos o
lipopolisacaridotipos, aunque sélo unos pocos laboratorios recurren a este antigeno
como marcador. Asi por ejemplo, el meningococo denominado B:2b:P1.5,12:L3,7,9
indicara el serogrupo: serotipo: serosubtipo: inmunotipo que podran ser
determinadas a partir de sueros especificos con anticuerpos monoclonales”. Algunos

de estos antigenos son la base del desarrollo de vacunas.
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Figura 4. Esquema de la membrana del meningococo. Adaptado de

Stephens et al®'43,

De acuerdo con los componentes de su capsula polisacarida se clasifican en
serogrupos. Si bien se han descrito 13 serogrupos (A, B, C, D, X, Y, Z, 29E, W135, H,
I, Ky L), la mayoria de los casos estan provocados por los serogrupos A, By C. La
capsula polisacarida esta compuesta de homopolimeros o heteropolimeros
consistentes en combinaciones de monosacaridos, disacaridos o trisacaridos. Los
principales polisacaridos capsulares derivan del acido sialico, excepto el serogrupo A.
En éste la capsula estd compuesta de unidades de repeticion de N-acetil-
manosamina-1-fosfato®.

Los meningococos poseen ademas otro tipo de antigenos como las fimbrias o
Pili que son apéndices filamentosos, de los que hay diferentes tipos. Las fimbrias o
pili estan constituidos por una o dos cadenas de subunidades proteicas ligadas entre
si formando una estructura tubular. Inducen una fuerte respuesta de anticuerpos.
Existen diferentes tipos de fimbrias: las de las neisserias patdgenas son mas largas
que las de las cepas apatdgenas. Las células nasofaringeas, especialmente las
columnares, no ciliadas, poseen, al parecer, mas receptores para las fimbrias
meningococicas que otras células de las superficies mucosas.

Cabe destacar también el antigeno H.8, lipoproteina de membrana externa, y
las proteinas reguladoras de hierro (IRP), de las que el meningococo expresa 4 6 5,

que incluyen receptores especificos para la transferrina y la lactoferrina humana;
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actualmente se contemplan como moléculas candidatas para el desarrollo de
vacunas, que pueden impedir el crecimiento del meningococo al bloquear la captura
de hierro®*,

Neisseria Meningitidis tiene la capacidad de modificar el material genético de
su capsula y por lo tanto cambiar del serotipo B al C y viceversa. Ello constituye un
mecanismo importante de virulencia que repercute en la eficacia de las

vacunas®*4,

2.1.5. Factores de riesgo de la enfermedad meningocoécica

2.1.5.1. Edad

Aunque la enfermedad puede afectar a todas las edades, la mayoria de los
casos se presentan en nifios y adolescentes, segln el serogrupo responsable. El
serogrupo B afecta sobre todo a los menores de 5 anos; el serogrupo C tiene una
distribucion mas bimodal, afectato tambien a los adolescentes (15-19 afos); el
serogrupo A afecta mas a los adultos jovenes (15-19, 25-44 y 10-14 afos) y el
serogrupo Y afecta fundamentalmente a mayores de 65 afos*?%%,

La incidencia de la enfermedad en el neonato es baja, debido a la presencia
de anticuerpos maternos; a estas edades las manifestaciones clinicas son
extremadamente graves. Dentro del grupo de enfermos menores de 1 afo, los de 6-9
meses son los mas afectados y los menores de 3 meses los que tienen un cuadro mas
leve.

La mortalidad es mayor en los mas jovenes (0-3 anos). El meningococo C en

particular ocasiona una mayor mortalidad en los adolescentes y adultos jovenes®'.

2.1.5.2. Sexo

Se ha observado una mayor morbilidad en los varones (razon de masculinidad:
entre 1.2 y 1.4), mientras las mortalidad es mayor en las mujeres (razéon de

masculinidad: 0.9)*.

2.1.5.3. Mecanismos inespecificos de resistencia

Todo lo que disminuye la resistencia del individuo (hambre, fatiga, frio,
etc,...) aumenta su susceptibilidad a la enfermedad meningococica. Del mismo modo,
tienen una gran importancia la integridad funcional y organica de la mucosa
rinofaringea (integridad de la capa celular epitelial, funcion ciliar, lisozimas, flora

comensal,...)*".
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2.1.5.4. Inmunidad natural

La inmunidad humoral desempefa un papel trascendental en la defensa frente
a la enfermedad meningocdcica, como lo corrobora el hecho de que se afecten
fundamentalmente los nifos, la presentacion en ciclos epidémicos, la existencia de
inmunidad permanente tras la curacion y la agrupacion geografica de determinados
tipos de anticuerpos antimeningocdcicos. En los nifios de corta edad, la incidencia de
la enfermedad esta relacionada con la desaparicion de los anticuerpos maternos que
existen hasta el cuarto mes de vida. Es casi imposible detectarlos desde esa edad

hasta alrededor de los 8 meses, momento en que se elevan progresivamente®.

2.1.5.5. Alteraciones especificas del sistema inmunitario

La enfermedad meningococica se puede presentar con mayor frecuencia en
individuos con enfermedades inmunoldgicas tales como el sindrome nefrotico, la
hipogammaglobulinemia, esplenectomizados, o con VIH o SIDA*,

Se ha encontrado con frecuencia creciente una asociacion entre la
enfermedad meningococica y diversas deficiencias genéticas del complemento,
generalmente de los componentes finales C5 a C8, pero recientemente también de
los primeros componentes (C3-C4) lo que demostraba la existencia de trastornos
analogos en familiares de los afectados. También se ha descrito una mayor
afectacion en familias con déficit de properdina, trastorno genético ligado al
cromosoma Y, lo que ayudaria a explicar el patron de predominio masculino™**,

Las personas con asplenia anatémica o funcional también presentan un riesgo
mas elevado de padecer enfermedad meningocécica, al igual que los pacientes VIH

positivos.

2.1.5.6. Factores geograficos y estacionales

La enfermedad meningocécica se presenta en ondas multianuales, con
epidemias cada 10-12 afos. En las zonas templadas del hemisferio norte, el afo
epidemiologico de la enfermedad meningocécica abarca de julio a junio; la mayoria
de los casos se presentan en los meses de invierno y primavera, lo que se ve
favorecido por factores como la mayor concentracion de personas en locales
cerrados, la baja humedad y el frio®.

La enfermedad meningococica a través de ondas epidémicas extensas
ocasionadas por el meningococo A causa miles de muertes en el llamado cinturén de
la meningitis del Africa subsahariana. Este cinturén se define entre las latitudes 4° y
16° norte. La predominancia geografica de las epidemias y su mayor incidencia en

estaciones secas asi como el descenso de la misma con el comienzo de las lluvias
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sugiere el posible papel que juegan los condicionantes medioambientales si bien los
mecanismos se desconocen actualmente. Se ha postulado que el bajo nivel de
humedad y el polvo del desierto pueden alterar la barrera mucosa y/o inhibir los
mecanismos de defensa inmune lo cual favorece la invasion®. Un reciente analisis de
la distribucion epidémica y ambiental de la enfermedad indica que los perfiles de
humedad y el tipo de superficie terrestre marcan las areas de alto y bajo riesgo de
epidemia asi como la alta densidad poblacional y el polvo del desierto presente en

algunas regiones®.

2.1.5.7. Factores ambientales

El ambiente en el que existe mayor riesgo de adquirir la infeccion
meningococica es el familiar, entre las personas que conviven en la misma casa y
sobre todo entre las que duermen en la misma habitacion. En estos casos se han
observado tasas de ataque secundario de 2.2=2.8/1.000, valores mil veces mayores
que los observados en la poblacion (0,23/100.000 habitantes). Las tasas de ataque
secundario en epidemias son mucho mas altas que las halladas en investigaciones de
casos esporadicos®.

Durante mucho tiempo se atribuyd gran importancia al ambiente escolar como
factor de riesgo, hasta el punto de adoptarse el cierre de centros tras la presentacion
de casos. En la actualidad, todos los expertos en la materia coinciden en sefalar que
el medio escolar no representa un mayor riesgo de adquirir la enfermedad
meningococica. Excepto viviendas, cuarteles, internados y guarderias infantiles, los
restantes ambientes como hospitales, fabricas, etc, no representan un mayor riesgo
de adquirir la enfermedad. Se ha descrito un mayor riesgo en los militares en épocas
de movilizacién, favorecido por el hacinamiento en los barracones, el estrés y el
cansancio. En general, puede afirmarse que el riesgo de contraer la enfermedad es
incierto en las personas que no son convivientes domiciliarios, entendiéndose por

tales los que duermen en la misma casa®.

2.1.5.8. Hacinamiento

Las condiciones de hacinamiento (medido por el volumen de aire por
habitante en la casa), ligadas con el nivel socioeconémico, favorecen la presentacion
de la enfermedad. El hacinamiento es el factor mas claramente asociado con la

prevalencia elevada de portadores®.
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2.1.5.9. Infecciones respiratorias

Se ha observado una asociacion de las infecciones por virus gripal, adenovirus,
virus respiratorio sincitial y Mycoplasma pneumoniae con la enfermedad
meningococica. La interaccion entre las infecciones respiratorias viricas y las
bacterianas se debe a que las primeras lesionan los mecanismos de auto depuracién
bacteriana de la mucosa rinofaringea, al destruir el epitelio ciliado, inhibir el poder
fagocitario de los leucocitos y producir modificaciones fisicoquimicas de las

secreciones respiratorias®*>'

. Por otro lado, recientemente un estudio de casos y
controles llevado a cabo por Dunlop y colaboradores® concluye que el virus
respiratorio sincitial no aumenta la susceptibilidad de desarrollar enfermedad
meningococica.

La colonizacion entérica por gérmenes de los géneros Bacillus y Micrococcus,
que comparten antigenos de superficie con el meningococo, puede influir en la
presentacion epidémica de la enfermedad. Estos gérmenes debido a fendmenos de
inmunidad cruzada, producen IgA sérica y secretora antimeningococo, que no solo no
lisa, sino que bloquea el proceso litico de la IgG y de la IgM. Ello se demostro al
comprobar que, eliminando la IgA del suero de soldados susceptibles, se restablecia
la actividad bactericida frente al meningococo. Por tanto, la presentacion epidémica
de la enfermedad meningocdcica podria depender no solo de la transmision aérea del

meningococo sino también de la transmision fecal=oral de estos germenes®.

2.1.5.10. Mecanismos inherentes a la bacteria

La Neisseria Meningitidis normalmente actla como bacteria comensal,
exclusivamente en los humanos. Solamente una minoria de las bacterias aisladas a
partir de muestras nasofaringeas causa enfermedad invasiva posterior. El
meningococo que conduce a una enfermedad invasiva posee una capsula que le
confiere proteccion frente a los mecanismos de defensa del huésped. Ademas,
ciertas adhesinas (como los Pili), los factores que actlan sobre la adquisicion de
nutrientes y los mecanismos especificos para adquirir hierro de la lactoferrina, la
transferrina y la hemoglobina del huésped dan potencia a la patogenicidad de la
bacteria. Pero, el factor de virulencia mas importante es la capacidad de liberar
vesiculas de la membrana externa que consisten en lipooligosacaridos (endotoxinas),
proteinas de membrana externa, fosfolipidos y polisacaridos capsulares. El
meningococo es capaz de llevar a cabo su propia autolisis liberando, asi DNA y
componentes de la pared bacteriana lo cual desencadena una potente respuesta

inflamatoria en el huésped. Las razones por las que un determinado clon bacteriano
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conlleva a una enfermedad invasiva no se conocen en profundidad. No obstante, se
sabe que poseen caracteristicas antigénicas que no son reconocidas por el huésped

consiguiendo burlar los mecanismos de respuesta inmune adaptativa®>:.

2.1.5.11. Polimorfismos genéticos

En los Gltimos anos, se ha observado que algunos polimorfismos en genes que
codifican ciertas proteinas de gran relevancia en la fisiopatologia de la enfermedad
como: el CD32 (Fcy-receptor Il), el CD16 (Fcy-receptor lll), la lectina de unién a
manosa y el TLR4 estan asociados a un aumento del riesgo de padecer enfermedad
meningocdcica asi como una mayor severidad y un peor prondstico®*.

A continuacion se describen los polimorfismos encontrados hasta el momento
segin el papel que desempeian en la fisiopatologia de la enfermedad

meningococica.

2.1.5.11.1.  Colonizacion e invasion

En la fase de colonizacion e invasion de la bacteria se han descrito algunos
determinantes, por el momento no concluyentes, que parecen aumentar la
susceptibilidad a la enfermedad menignococdcica.

a. Antigenos ABO': La forma soluble de los antigenos del grupo sanguineo es
una  caracteristica del huésped controlada  genéticamente.
Aproximadamente el 15% de la poblacién no tienen la capacidad de
segregar dichos antigenos en la saliva lo cual puede determinar un
aumento de la susceptibilidad de padecer la enfermedad. No obstante
para validar dicha asociaciéon son necesarios estudios con mayor nimero
de pacientes.

b. Exposicion al humo de tabaco'***: Si bien la exposicion al humo de
tabaco se ha visto como factor de riesgo de colonizacion, hasta el
momento, no se han establecido determinantes genéticos implicados en
esta fase, a pesar de que este es el primer paso en la patogenia de la
enfermedad, y se ha postulado la implicacion de determinantes genéticos
en la respuesta del huésped frente a la Neisseria Meningitidis.

c. Moléculas de adhesion'™: Interacciones entre las proteinas de adhesion del
meningococo y las proteinas del epitelio nasofaringeo del huésped, entre
ellas el antigeno carcino embrionario determinan el estado de invasion de
la bacteria. Callaghan y colaboradores postularon que la diversidad
genética de estas proteinas pueden jugar un papel importante en la
susceptibilidad de la EM.
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2.1.5.11.2. Inmunidad imnata

La respuesta innata es filogenéticamente mas antigua que la adquirida. En

ella intervienen un gran nimero de proteinas y receptores celulares que ayudan a

reconocer los mecanismos invasores de la bacteria y asi iniciar los mecanismos

bactericidas y opsonofagociticos.

a)

b)

Receptores Toll-like: la respuesta innata se inicia tras la
interaccion entre los antigenos estructurales de la bacteria y los
receptores del huésped (toll like receptors, TLRs). El
lipopolisacarido es el compomente de membrana mas potente en la
activacion de la respuesta innata via TLR4. La variacion alélica en
el TLR4 es rara y a pesar de no haber encontrado asociacion
genética entre ésta y la susceptibilidad de padecer la EM, ciertas
mutaciones en dicha molécula sugieren un papel determinante del
TLR4 en el riesgo de padecer la enfermedad®™%. En el dltimo afo,
Faber y colaboradores encontraron una asociacion entre el
polimorfismo Asp299Gly del TLR4 y la susceptibilidad de sufrir EM*
que no pudo ser confirmada en otros estudios®® probablemente
debido a las diferencias existentes en la poblacion estudiada de
ambos estudios. Por otro lado, una porina de la membrana externa
del meningococo, la PorB, se une al TLR2 induciendo la activacion
celular; no obstante no se ha encontrado asociacion genética entre
los distintos polimorfismos de esta molécula y la susceptibilidad del
huésped frente a la EM. En modelos animales, el TLR9 se ha
relacionado con el pronéstico de la sepsis meningocécica grave®' si
bien esta evidencia no ha podido ser comprobada en humanos.

Complemento: En el sistema del complemento estan implicadas
tres vias que convergen en la formacion de un complejo de ataque
de membrana cuyo fin es la lisis y muerte de la bacteria. La
primera via es la clasica que se inicia con la union del C1q a la
superficie de la bacteria o de manera indirecta por los complejos
anticuerpo-antigeno. La segunda via, es la activada por la lectina
de union a la manosa (MBL), dicha via es similar a la clasica. La
tercera via, llamada via alternativa, es activada por la union del C3
con el factor B y el factor D para generar C3b y actla como
amplificador de la activacion de anticuerpos. Las tres vias

convergen en la formacion de la enzima C3 convertasa®.
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Déficit de algiin componente del complemento: El déficit de
algn componente tiene un efecto directo sobre la
susceptibilidad y gravedad®***. Los individuos con déficit de
las porciones finales del complemento tienen un riesgo
entre 7.000 y 10.000 mayor de sufrir infecciones
meningococicas. Sin embargo, de manera llamativa la
mortalidad en estos pacientes es menor frente a la de la
poblacion general debido a que el pico de incidencia en los
primeros se produce alrededor de los 17 afios®*.

Lectina de union a manosa: la lectina de union a manosa es
una proteina que interviene en la respuesta inmune innata y
mediante su unién a componentes de la pared bacteriana
activa dos sistemas de proteasas. Defectos en esta proteina
resultan en una alteracion de la activacion del
complemento y un aumento de la susceptibilidad. Se han
encontrado tres variantes alélicas en los codones 52, 54 y 57
del exon 1 asociadas a la susceptibilidad de la EM. Los
individuos que poseen variantes funcionales en los genes
que codifican estas proteinas tienen un descenso de la
concentracion en plasma de esta proteina y por tanto un
aumento de la susceptibilidad de la EM, si bien parece no
estar relacionado con el grado de severidad®®. En dos
estudios llevados a cabo en dos cohortes de casos se observo
una mayor prevalencia de las variantes homozigotas de la
lectina de unién a la manosa frente a los controles®.
Reguladores de la activacion del complemento. La
activacion exagerada del sistema del complemento puede
tener un efecto deletéreo en la supervivencia del huésped
ya que contribuye al dafo tisular en el shock séptico. Dicha
activacion estd regulada por proteinas inhibidoras y/o
activadoras que juegan un papel determinante en la
inmunidad innata frente a la bacteria®.

Properdina: la properdina es un regulador de la via
alternativa del complemento que se une y da estabilidad a
las enzimas convertasas C3/C5, C3bBb y C3bBbC3b. El

déficit de esta proteina, ligado al cromosoma X, se ha
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relacionado con una alta tasa de mortalidad en pacientes

con meningococemia®’%

y, por otro lado, a un aumento de
la susceptibilidad a las infecciones por serotipos atipicos de
N. Meningitidis®’.

e. Factor D: ciertos polimorfismos en esta proteina
perteneciente a la via alternativa del complemento han sido
relacionados con un aumento de la susceptibilidad de la
enfermedad. Si bien este dato debe ser contrastado con un
mayor nimero de pacientes’.

f. Factor H. El factor H es otra proteina que regula la
activacion del complemento a través de la via alternativa.
Recientemente se ha descrito el polimorfismo C496T el cual
conlleva a un aumento de la concentracion del factor H en
plasma lo que se relaciona con un aumento de la
susceptibilidad a sufrir EM’" ya que el meningococo utiliza el
factor H para defenderse de la accién del complemento’.

c) Proteinas surfactantes: las proteinas surfactantes (SP)-A y SP-D se
expresan en la nasofaringe y el aparato respiratorio. Dichas
proteinas se unen a azlicares microbianos y activan la respuesta
inflamatoria®>. Un SNP en el aminoacido 223 en la proteina SP-A
alelo 1a1 se relacioné con un aumento del riesgo de sufrir EM”. La
estado homozigoto del alelo 121 del SP-A2 se relaciondé con un
efecto protector. Por tanto, las variantes genéticas en estas
proteinas estan asociadas con las susceptibilidad y el prondstico de

la EM, no obstante estos resultados precisan ser contrastados®.

2.1.5.11.3.  Inmunidad adquirida

Los leucocitos polimorfonucleares poseen tres clases de receptores para la IgG
(FcyRI = CD64, FcyRlla = CD32, FcyRIlIb = CD16). FcyRlla es el Unico capaz de unirse a
IgG1, 1gG2 e 1gG3. Se han descrito dos formas alotipicas de este receptor (H131 y
R131). Los homocigotos para H131 poseen una fagocitosis menos efectiva’ una
mayor susceptibilidad a la enfermedad” y mayor riesgo de complicaciones. En los
pacientes con déficit del complemento, cuyo mecanismo de defensa depende de la
capacidad de fagocitosis, se observd de manera significativa una mayor gravedad de
la enfermedad. También, el alotipo Fcylia-R/R131 se ha asociado con un aumento de
la susceptibilidad entre los supervivientes de la parpura fulminante™ resultado que

no ha podido confirmarse en posteriores trabajos’.
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2.1.5.11.4.  Variaciones genéticas que regulan la cascada de la coagulacion y la

purpura fulminante

Una de las caracteristicas mas importantes de la EM es la concurrencia de la
purpura y las alteraciones de la coagulacion. Los trastornos de la coagulacion ocurren
en la mayoria de los pacientes afectos de la EM pero la purpura fulminante es la
complicacion mas devastadora de la enfermedad la cual conlleva en algunos casos a
la gangrena y como consecuencia a la amputacion de los dedos y la extremidad
completa. Esta complicacion puede ocurrir entre el 5-10% de los nifios con EM y
puede ser letal hasta en el 60% de los casos’’. En la Ultima década, algunos estudios
han reflejado que la fisiopatologia de la coagulopatia de la EM representa un
complejo desequilibrio entre las vias procoagulantes y anticoagulantes.

a) Factor V Leiden: Es uno de los factores de riesgo mas comunmente
relacionado con la trombosis y mas concretamente con el
tromboembolismo pulmonar. Este factor juega un papel importante en
el desarrollo de la purpura fulminante. Si bien los pacientes
heterocigotos para la mutacién hallada presentan mayor nimero de
complicaciones tromboembodlicas (injertos cutaneos, amputaciones...)
no se ha demostrado un incremento de la mortalidad ni de la
susceptibilidad’.

b) Activador del plasmindgeno tisular (t-PA) e inhibidor del activador del
plasminogeno (PAI). Ambas proteinas activan la fibrinolisis mediante la
conversion del plasminégeno en su forma activa lo cual conlleva a la
degradacion de la fibrina. Un polimorfismo funcional en la regidn
promotora del gen PAI-1 ha sido relacionado con una mayor severidad
de la EM asi como un peor prondstico”®,

c) Proteina C y trombomodulina. Ambos son anticoagulantes naturales y
mantienen el equilibrio entre coagulacion y fibrinolisis. La proteina C
activada y unida a su cofactor, la proteina S, inactiva a los factores
procoagulantes V y VIIl y al PAI-1 pero, también ejerce un efecto
modulador sobre la respuesta inflamatoria, disminuyendo la
produccion de citoquinas y la adherencia de los leucocitos a la pared
endotelial. La trombina, la trombomodulina y el receptor endotelial de
la proteina C activan a la proteina C. La proteina C activada inhibe al
PAI-1, inactiva al factor V y al VIl y ejerce un feedback negativo sobre
la respuesta inflamatoria. Dos polimorfismos del gen de la proteina C

en las posiciones 1654 (C>T) y 1641 (A>G) determinan la concentracion
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en plasma de la PC y en los pacientes afectos de EM los niveles bajos
de PC se relacionan con un aumento de la severidad®.

d) Inhibidor de la fibrinolisis activada por la trombina (TAFI). Otro
inhibidor de la fibrinolisis contiene tres SNPs en la region codificante
del gen CPB2 una de las cuales conlleva a un aumento potencial de la
actividad antifibrinolitica. Dicho polimorfismo se relaciona con el
pronodstico de la EM. En un pequefio estudio se observd que los niveles
del TAFI activado se correlacionan con la severidad de la enfermedad y
por otro lado, la frecuencia del Thr325Thr fue significativamente

mayor en los pacientes con coagulacion intravascular diseminada®.

2.1.5.11.5.  Variaciones genéticas de las citoquinas

Un extenso cuerpo de evidencia sugiere que los pacientes con puUrpura
fulminante presentan una respuesta inflamatoria exagerada y desmesurada. La
produccion de citoquinas esta regulada no soélo por los genes que las codifican sino
también por la activacion de los CD14, los receptores-toll de la endotoxina y otros
activadores y senales intracelulares que conllevan a la liberacion de factores de
transcripcion.

a) TNFa: Esta citoquina se libera tras la estimulacién del LPS en los
pacientes afectos de EM. Aproximadamente el 60% de la variacion en la
produccion del TNF viene determinada genéticamente y los niveles se
co-relacionan con la severidad de la enfermedad®®. Un polimorfismo
en la region promotora del gen del TNF esta asociado a un aumento de
la severidad y el peor pronéstico de la enfermedad®?.

b) IL-1: Existen al menos dos genotipos que determinan la produccion de
esta citoquina. Se ha observado que los individuos homocigotos en la
posicion -511 del IL1B tendran mayor probabilidad de morir durante la
enfermedad®. Del mismo modo, la frecuencia alélica de IL-1raA2 es
mayor en los pacientes afectos que en los sanos, lo cual podria influir
en la susceptibilidad frente a la enfermedad®*®*

c) IL-6: Un polimorfismo en la region promotora del gen que la codifica
determina las altas concentraciones a la que se encuentra durante el
proceso y, multiplica por tres el riesgo de morir en pacientes con shock
séptico™.

d) IL-10: Su principal efecto antiinflamatorio lo consigue a través de la

inhibicion del TNFa. Se han observado diferentes niveles de IL-10 entre
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los supervivientes y los fallecidos a causa de la enfermedad

meningocécica®.

2.1.5.11.6.  Lipopolisacarido

Una vez que el LPS se une a su proteina (LBP) es reconocido por el receptor
del LPS (CD14) y se inicia una serie de vias que tienen como objetivo la replicacion
de genes para la produccion de mediadores pro-inflamatorios en el nicleo de la
célula. Tedricamente, polimorfismos en el gen de la LBP podrian modificar la
respuesta del huésped frente al LPS. Se ha observado que el polimorfismo Cys98—
Gly se encuentra en mayor proporcion en hombres que en mujeres con sepsis, lo cual
se asocia a un peor prondstico de los primeros®. Del mismo modo, existen evidencias
de que mutaciones en los genes tlr2 y tlr4 estan asociadas a una hiporrespuesta
frente al LPS. Asimismo, la presencia de repeticiones raras de aminoacidos en el
TLR4 has mostrado efectos deletéreos en humanos, hallandose en mayor nimero en
los afectos de sepsis meningocécica®. La proteina estimulante de la accion
bactericida y permeabilizante (BPl) almacenada en granulos en los neutréfilos ha sido
estudiada como posible farmaco adyuvante en el sepsis meningococica grave®. La
enzima convertidora de angiotensina (ACE) esta asociada con la respuesta
proinflamatoria. La ausencia de 284 pares de bases como marcador en el gen de la
ACE (alelo D) esta asociado con una mayor actividad de la enzima. Por tanto, el
genotipo DD presentara una mayor actividad tisular y mayor riesgo de
tromboembolismo venoso™, en definitiva mayor gravedad. Sin embargo, no se ha

observado incremento de la mortalidad hasta el momento.

2.1.5.11.7.  Transmision y estado de portador como factor de riesgo

La adquisicion del meningococo a través de las secreciones respiratorias
puede conllevar a dos situaciones: 1. Estado de portador y 2. Enfermedad invasiva.
La concentracion de bacterias necesaria para transmitirse la enfermedad se
desconoce®.

El contacto del meningococo con la mucosa rinofaringea, premisa
fundamental para la infeccion meningocdcica, da lugar en algunas ocasiones, las
menos, a la enfermedad vy, las mas, a la produccion de anticuerpos locales en un
primer momento y humorales mas tarde, detectables unas semanas después de
haberse iniciado la colonizacién, que se mantienen elevados como minimo 4-6 meses
después de dejar de ser portadores. Al parecer, también la colonizacion de especies
de Neisseria no patdgenas, como la N. lactdmica, estimula la formacion de

anticuerpos protectores frente a N. meningitidis.
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Las tasas de portador mas altas se han observado entre los grupos militares
(36-71%). La duracion del estado de portador puede ser de dias a meses con
tendencia a ser mas larga en los meses de otofo e invierno. La tasa de colonizacion
puede verse afectada por la técnica de recogida de muestra empleada, por el
momento estacional de la region y el estado de vacunacion o las intervenciones
quimioprofilacticas realizadas sobre la poblacion. Se han descrito tres tipos de
portadores: transitorios, en los que el estado de portador es muy corto (dias,
semanas); cronicos, cuando este estado se mantiene durante largos periodos de
tiempo, de hasta 2 o mas afos, e intermitentes, cuando presentan colonizaciones
repetidas durante cortos periodos de tiempo. Algunas cepas de meningococo son
altamente transmisibles, en general las del serogrupo C, por lo que rara vez
producen un estado de portador. El estado de portador se ha relacionado con los
antigenos del grupo ABO y el grupo poblacional del que proceden. La edad es uno de
los factores que mas influyen en el estado de portador. En Europa y Norte América,
las tasas de portador son muy bajas en el primer afo de vida y posteriormente
ascienden rapidamente hasta la adolescencia hasta alcanzar su maximo entre los 20-
24 afios™.

Otros factores que aumentan el riesgo de portador son: el sexo masculino, las
infecciones respiratorias concomitantes, el estado de fumador y el bajo nivel
socioeconomico. El tabaquismo, tanto activo como pasivo, se ha asociado con la
enfermedad meningococica, al observar que la prevalencia de portadores es mas
elevada entre fumadores y las personas que conviven con ellos. Ahora bien, se
desconoce la razon por la que en unas personas el estado de portador ocasiona
proteccion y en otras provoca la enfermedad. Se piensa que en estas ultimas existen
defectos inmunitarios, especificos o inespecificos, o de integridad de la mucosa
rinofaringea. También depende en grado muy importante de la virulencia del
germen.

Se ha comprobado que las infecciones recientes tienen mayor riesgo de
desembocar en una una enfermedad meningococica y que los primeros momentos del
estado de portador (tiempo que media entre la colonizacion y la produccion de
anticuerpos locales) son los que entrafian mayor peligro. Se considera que
transcurridos 7-10 dias, tiempo que se estima necesario para la produccion de
anticuerpos, el estado de portador implica ya un sistema defensivo, que excluye la
eventual enfermedad. El riesgo, por tanto, no se encuentra en el estado de portador

sino en el hecho de no disponer de defensas especificas frente al meningococo. La
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determinacion rutinaria de anticuerpos para conocer si un individuo es o no

susceptible de enfermar no es, hoy por hoy, técnicamente realizable.

2.1.6. Fisiopatologia e historia natural de la enfermedad

Los humanos constituyen el Unico y obligado reservorio natural del
meningococo. La capacidad de colonizar y causar bacteriemia se debe a la habilidad
que éste tiene de evadir el sistema inmune del huésped®. La inmunidad innata y
también, la adquirida juegan un papel importante en la defensa contra el

microorganismo (ver Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos innatos de defensa del huésped frente al
meningococo. En la nasofaringe las células epiteliales corforman la barrera
defensa y producen sustancias antimicrobianas (factores del complemento,

péptidos antimicrobianos y molécula oxigenadas). Adaptado de LO y cols®®.

Desde la nasofaringe las bacterias se transmiten en forma de aerosol o
secreciones. Mediante los Pili se unen al cofactor CD46, una proteina de membrana.
Sucesivamente mediante las proteinas opsonizadoras Opa y Opc de su membrana se
unirdn al CD66 (antigeno carcinoembrionario) y a los receptores heparan-sulfato-
glicanos. Posteriormente, las bacterias son fagocitadas por la célula. La
supervivencia del meningococo en el interior de la vacuola fagocitica depende de la

proteasa IgA1 y la porB, proteinas de la membrana externa de la bacteria.
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Una vez que el meningococo penetra la barrera mucosa de las vias
respiratorias altas y contacta con las células epiteliales se produce un conjunto de
complejas interacciones que conllevan a la destruccion de la superficie epitelial y a
la formacion de microcolonias. El meningococo puede entonces ser fagocitado por las
células epiteliales (no ciliadas), escapar o incluso alcanzar la submucosa o
directamente invadir otras superficies epiteliales lesionadas pudiendo ocurrir la

enfermedad entre el dia 1y el 14 después de la aquisicion?*.
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Figura 6. Formas de presentacion de la enfermedad meningécica tras la

colonizacion.

El lipopolisacarido es la molécula con mayor poder de activacion del sistema
del complemento. Se encuentra a altas concentraciones en el plasma del paciente
afecto de shock séptico y en el LCR de pacientes con meningitis meningococica. Los
lipopolisacaridos son reconocidos por tres componentes de las células de la
inmunidad innata: CD14, TLR4 y la proteina de diferenciacion mieloide tipo 2 (MD2).
Cuando el lipido A, la porcion tdxica del LPS, es transferido desde la proteina de
union al LPS al CD14 y de ahi al MD2 y al TRL4 se genera una sefal transmembrana
que pone en marcha otras vias de sefalizacion intracelular con conducen a la
activacion del factor nuclear kB (NFxB) y otras citoquinas. El NFkB migra al nlcleo de

la célula e inicia la transcripcion de genes que codifican para mediadores de la
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respuesta inflamatoria (Figura 3). La habilidad que posee la bacteria de burlar los
mecanismos de defensa del huésped se basa en la capacidad de expresion de un
genoma altamente dinamico, es decir, con capacidad de modificarse. El meningococo
tiene casi un 50% menos de genes que la comin E. Coli pero posee la capacidad de
adquirir material genético de otra bacteria y transformarse. Su genoma contiene
secuencias repetitivas y moviles que dan como resultado la aparicion de nuevas
variantes con caracteristicas antigénicas diferentes lo cual hace muy dificil el
desarrollo de vacunas eficaces. Otro mecanismo que utiliza el germen es la expresion
de antigenos similares a los del huésped lo cual no puede ser incorporado a las
vacuna. Esta es una particularidad sobre todo el serogrupo B, cuyo polisacaricado
capsular tiene mimetismo molecular con los sialicos neuronales, etc®.

Una vez que el meningococo atraviesa la barrera mucosa de la nasofaringe
pasa al torrente circulatorio (bacteriemia) y conducira a las distintas formas de

presentacion clinica (Figura 6).

2.1.6.1. El papel del lipopolisacarido

Los meningococos liberan grandes cantidades de endotoxinas, fragmentos de
la pared externa de la capsula, es decir lipopolisacaridos. Los niveles altos de
endotoxinas se correlacionan con un peor pronostico y severidad de la enfermedad
sistémica. Del mismo modo, bajo niveles de anticuerpos e inmadurez de las células T
juegan un papel en el desarrollo de la enfermedad en los nifios pequenos. El nivel de
anticuerpos bactericidas viene determinado por el estado de portador o la

colonizacién de bacterias no patégenas como Neisseira lactdmica'.
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Figura 7. Adaptado de Kleijn ED y cols'. LPS: Lipopolisacarido. LBP:

proteina de union al LPS. BPI: proteina bactericida permeabilizante

Los factores del complemento, anticuerpos, albumina, transferrina vy
proteinas de unién al LPS forman complejos con el LPS. Muchas de estas proteinas
tienen un efecto detoxificante, si bien, la proteina de unién al LPS intensifica el
efecto del mismo. Una vez establecida la union entre estas dos moléculas, el LPS se
une al receptor CD14 de los macrofagos y polimorfonucleares. Estas células sintetizan
la proteina bactericida-permeabilizante que tiene gran afinidad por el LPS

neutralizando su accion.

2.1.6.2. Mediadores inflamatorios

El LPS induce la liberacion de mediadores pro-inflamatorios en la sepsis por
Gram-negativos' (Figura 7). Estos mediadores son sintetizados por los macrofagos,
monocitos y células endoleteliales. Las citoquinas son agentes paracrinos que acttan
localmente segin las sefales que reciben de las células adyacentes. Datos
experimentales y clinicos han mostrado que el TNF-a y IL-18 son los principales
mediadores en la sepsis meningococica. Estas moléculas actian mediante diferentes
mecanismos incluyendo la produccion de otras citoquinas (IL-6, IL-8, factor inhibidor
de leucemia, IL-12 y IFN-a), activacién de neutréfilos y leucocitos y aumento de la
adherencia de los polimorfonucleares y monocitos al endotelio, sintesis de

prostaglandinas y liberacién de éxido nitrico”.
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La IL-6 es el mayor pirdgeno enddgeno y estimula la sintesis de proteinas de
fase aguda y por otro lado, a los linfocitos B induciendo la produccion de
anticuerpos. La IL-8 es un potente factor quimiotactico el cual estimula a los
neutréfilos y probablemente juega un papel importante en la lesion endotelial
mediada por los mismos. El factor inhibidor leucémico (LIF) tiene multiples acciones,
muchas de ellas las comparte con el TNF-a, IL-1 y IL-6. La IL-12 parece jugar un
papel importante en la diferenciacion de los linfocitos Th1 e induce la produccion de
INF-y por los linfocitos T y las “natural killer”. Los niveles de IL-12 en la sepsis
meningocdcica se correlacionan con el pronéstico y la severidad de la enfermedad®.

Tras el pico de liberacién de citoquinas se produce un aumento de citoquinas
contrarreguladoras como el antagonista del receptor IL-1 (IL-1Ra), IL-10, receptores
solubles del TNF (sTNFRs) y de la IL6 (sIL-6R). Estos mediadores excepto el sIL-6R
tienen un efecto anti-inflamatorio puesto que reducen la mortalidad en modelos
experimentales. El IL-1Ra inhibe la accion pro-inflamatoria de la IL-1 mediante la
union competitiva al receptor de la IL-1. El papel de sTNFR es complejo. Tras la
union del TNF-a a la célula diana se libera sTNFR y ello podria proteger a la célula de
la activacion del TNF-a, mientras la sIL-6R podria favorecer el efecto de la IL-6. Por
otro lado, la IL-10 es un potente supresor de la actividad procoagulante del LPS sobre
los monocitos. Los niveles de IL-10 en la fase inicial del shock séptico meningococico
estan relacionados con su pronodstico en los nifios. La liberacion de dicha citoquina
estimula la produccién de IL-1Ra e induce la sintesis de STNFRs'.

Generalmente, los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias se encuentran
elevados al inicio de la enfermedad y su concentracion se relaciona con la severidad
y pronostico de la enfermedad. Algunos estudios han mostrado la asociacion entre
una variacion polimorfica en la region promotora del gen TNF-a y el riesgo de muerte

por enfermedad menigocdcica®.
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Figura 8. Cascada de activacion de citoquinas mediada por el LPS.

Adaptado de Stephens y cols*3,

2.1.6.3. Lesion endotelial y fuga capilar

Durante la sepsis, las endotoxinas y otros mediadores activan a la célula
endotelial la cual sufre un cambio en su estructura y funcion. Se produce una
destruccion del componente glicosaminoglicano responsable de la union entre las
células endoteliales con la consiguiente fuga capilar y edema. Este proceso esta
inducido por la accion del TNF-a, IL-1, IL-8, factor activador de plaquetas,
leucotrienos, tromboxano A, trombina, factor de permeabilidad capilar, factores del

7.9 | os

complemento, kininas y factores de adherencia de neutréfilos y plaquetas
leucocitos activados son los primeros en iniciar el proceso de fagocitosis bacteriana y
degranulacion celular comenzando la tormenta de enzimas proteoliticas y radicales
libres. La elastasa es uno de los productos liberados en la degranulacion del
neutrofilo activado. Esta forma un complejo con la a;-antitripsina. Se han encontrado

altas concentraciones de este complejo en los no supervivientes de la enfermedad’.
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2.1.6.4. El complemento

El sistema del complemento juega un papel esencial en la defensa del
huésped. Dicho sistema activa el proceso de fagocitosis de los monocitos o
neutrofilos, neutraliza la accion de las endotoxinas conduciendo a la lisis de la
bacteria. El complemento mantiene la homeostasis, no sélo de la funcion inmune,
sino también del sistema de coagulacion, fibrinolisis, permeabilidad y tono vascular.
La sepsis meningocécica fulminante estd asociada a una activacion excesiva del
complemento. Las proteinas del complemento tienen efectos como la estimulacion,
agregacion y degranulacion de neutrdfilos y favorece la expresion de selectinas de la
superficie endotelial. No obstante, la sobre-estimulacion o inhibicion inadecuada del
sistema del complemento conlleva a un dano tisular en ocasiones irreversible.

El complemento puede ser activado por dos vias: via clasica y via alternativa.
Mediante la via clasica los anticuerpos del huésped se unen a antigenos bacterianos.
La via alternativa es accionada por LPS, endotoxinas bacterianas, citoquinas e
inmunocomplejos. La eliminacion de la bacteria es mediada principalmente por la
accion de la fraccién C3b del complemento (accion fagocitica) y el complejo de
ataque a la membrana C5b-C9 (lisis). En el shock meningocdcico los niveles elevados
de C3, C4, C5 y del complejo final asi como las bajas concentraciones de
precalicreina estan relacionados con el pronéstico de la enfermedad'®. La activacion
del complemento en la EM puede persistir durante las primeras 12-24 h de la
enfermedad, mientras el resto de los mediadores inflamatorios comienzan a
disminuir. El déficit de complemento en algunos individuos destaca la importancia
del mismo en la EM. El 80% de las infecciones bacterianas en estos pacientes estara
causado por el meningococo, si bien, se ha observado que la mortalidad de los
individuos con déficit de las Ultimas fracciones del complemento es entre un 5-10%
mas baja'"".

El mayor inhibidor plasmatico del complemento que se ha observado es el C1-
inhibidor. La activacién exagerada del complemento en pacientes con shock séptico
se ha asociado a un peor pronostico. Los niveles del C1 inhibidor tienden a ser
normales en pacientes sépticos. No obstante dichos niveles deberian estar
aumentados en la sepsis por lo que se deduce que existe un déficit relativo en los
pacientes sépticos. En la Gltima década se han publicado los resultados preliminares
de la administracion de dosis altas de C1-inhibidor en estos pacientes. Segun los
autores, el C1-inhibidor se puede administrar de manera segura en pacientes con
shock séptico o con sindrome de fuga capilar jugando un papel importante en la

atenuacion del complemento'®.
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2.1.6.5. Coagulacion y fibrinolisis

Los trastornos de la coagulacion y fibrinolisis son comunes en pacientes con
EM. La manifestacion mas grave es la coagulacion intravascular diseminada (CID)
caracterizada por microtrombosis y diatesis hemorragica. La diseminacion de la
trombosis microvascular contribuye a la disfuncién multiorganica. La produccién de
trombina y la conversion de fibrindgeno en fibrina puede activar la via intrinseca
(factor XIl) y la extrinseca (VIl/factor tisular). La activacion de la coagulacion en la
sepsis ocurre predominantemente a través de la via extrinseca. Las endotoxinas y el

TNF-a inducen la expresion del factor tisular lo cual activa a su vez al factor VII'® .

2.1.6.6. Disfuncion circulatoria

El colapso circulatorio y el shock en los pacientes con sepsis meningococica
estan desencadenados por la combinacién de la alteracion del tono vascular, la
disfuncion miocardica, la fuga capilar y los fenémenos de microtrombosis
intravascular. Inicialmente, estos pacientes presentan una intensa vasoconstriccion
mientras que en las fases siguientes de la enfermedad, caen las resistencias
vasculares debido a la vasodilatacion. El desequilibrio entre los fendmenos de
vasodilatacion y vasoconstriccion desemboca en una vasodilatacion generalizada e
hipotension excepto en ciertos territorios como la piel y la circulacion pulmonar en
los que se produce vasoconstriccién'. Los pacientes afectos presentaran cifras
elevadas de catecolaminas, renina, aldosterona, tromboxano A2 y endotelina. Un
déficit en la produccion de PGI2 conduce a un predominio de los fendmenos de
vasoconstriccién'.

El mecanismo principal de muerte en los pacientes con sepsis meningococica
es el colapso circulatorio desencadenado por la fuga capilar, la deplecion del
volumen intravascular, el fallo miocardico y la vasodilatacion. Cuando los
mecanismos compensadores fallan, la hipotension resultante compromete la
perfusién de los 6rganos vitales resultando en hipoxia y acidosis lo cual contribuye
aun mas a la disfuncion miocardica. El tiempo en que se produce el colapso
circulatorio varia con respecto a otras enfermedades infecciosas y también
dependiendo de la edad del paciente. De este modo, el riesgo mayor de mortalidad
en adultos se prolonga una semana, mientras que en nifios es de 1 a 3 dias’.

El mecanismo por el que se desencadena el fallo miocardico en nifos
permanece en parte desconocido. No solamente la hipoperfusion sino también,
algunas citoquinas circulantes como el TNF alfa, IL-1 y la endotoxina por si mismas

podrian ser responsables del fracaso miocardico'™. No obstante, otros aspectos de la
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respuesta inflamatoria sistémica incluyendo citoquinas circulantes, dafo tisular,
interaccion leucocito-endotelio podrian conducir a un edema miocardico, hipoxia

tisular por aumento de la demanda y en consecuencia un fallo circulatorio’.

2.1.7. Manifestaciones clinicas

Uno de los pilares en el diagnéstico de la enfermedad meningococica es su
forma de presentacion puesto que en ocasiones es dificil de distinguir de otras
enfermedades mas comunes y menos graves®. La enfermedad meningocdcica suele
iniciarse de manera subita con cefalea, fiebre, rigidez de cuello y, en ocasiones,
nauseas, vomitos, fotofobia y alteracién del nivel de consciencia®. En los lactantes,
la infeccion meningococica puede tener un inicio mas larvado, con signos
inespecificos y sin rigidez de nuca aunque si fontanela prominente. La sepsis
meningocdcica, o0 meningococemia, esta caracterizada por un inicio subito de fiebre
y exantema petequial que rapidamente puede progresar hacia una purpura
fulminante a menudo asociada a hipotension, hemorragia suprarrenal aguda y
sindrome de disfuncion multiorganica®.

La neumonia meningocoécica ocurre entre el 5y el 15% de los pacientes con
enfermedad meningocécica invasiva. Su diagnéstico es dificil puesto que el
aislamiento de la bacteria en el esputo no haria posible distinguir entre los
portadores y los que padecen la infeccion.

Mucho menos frecuente, otros cuadros asociados al sindrome meningococico incluyen
conjuntivitis'®, otitis media, epiglotitis, artritis'®, uretritis y pericarditis®.

En raras ocasiones, los pacientes pueden sufrir meningococemia crénica

caracterizada por fiebre prolongada intermitente, exantema, artralgias y cefalea®.
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Figura 9. Manifestaciones clinicas de la enfermedad menignocoécica.
Obsérvense las lesiones purpiricas (no desaparecen a la vitropresion),
vasculopatia distal (necrosis de pulpejos), hemorragias subconjuntivales y
aspecto de las glandulas suprarrenales. Adaptado de Rosentein y cols®.

2.1.8. Diagnostico

El diagndstico definitivo de la enfermedad meningocécica se establece

mediante el aislamiento de la bacteria en cultivo. No obstante la sensibilidad del
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cultivo puede ser baja, especialmente cuando se realiza tras el inicio de la
antibioterapia. La tincion mediante gram de una muestra de liquido cerebroespinal
(LCR) continta siendo un método Util en la identificacion rapida de la bacteria.
Algunos, otros métodos como la deteccion de antigeno polisacarido en el LCR
mediante técnicas de aglutinacion puede aumentar la sensibilidad del diagnodstico
microbioldgico. Estos métodos son rapidos y especificos y, pueden proporcionar la
entidad del serogrupo infectante. No obstante, tienen un porcentaje de falsos
negativos no despreciable, especialmente en los casos producidos por el serogrupo B.
El test de antigenos en orina o en el suero no son fiables en el diagnéstico de la
enfermedad. La serologia mediante ELISA podria ser (til como parte de la bUsqueda
de infeccion meningocécica pero no para establecer el diagndstico definitivo. El
analisis mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ofrece ventajas en la
deteccion de DNA bacteriano y no requiere organismos vivos para el diagndstico. Por
tanto, representa la herramienta mas Gtil y rapida en el diagnodstico de la infeccion
meningococica. En suma, nuevos métodos basados en técnicas de subtipaje
molecular pueden ayudar a la caracterizacién del meningococo a partir de los
derivados de la PCR* (Ver tabla 4).

TECNICAS DIAGNOSTICAS
Cultivo de sangre y/o LCR y/o raspado de petequias
Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en sangre o LCR
Tincion de GRAM de muestra de sangre y/o LCR
Técnicas de deteccion de antigenos (aglutinacion) en sangre,
LCR y orina
Serologia mediante ELISA

Tabla 4. Técnicas diagndsticas empleadas ante la sospecha de enfermedad
meningococica

2.1.9. Intervenciones terapéuticas

2.1.9.1. Objetivo del tratamiento

El pronostico de un paciente con enfermedad meningocécica va a depender

principalmente de su edad, de la forma de presentacion clinica, las caracteristicas
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97 En funcion de las evidencias

clonales de la bacteria y el manejo del cuadro
existentes, los aspectos mas importantes del manejo de la enfermedad
meningococica son: 1. Reconocimiento precoz de la enfermedad, 2. Derivacién a un
centro hospitalario-terciario, 3. Inicio precoz del tratamiento antibidtico, 4.
Monitorizacion del paciente de manera estrecha y 5. Evaluacion pronodstica periodica
4,108,109.

Se describen a continuacion los principales tratamientos empleados en el
manejo de la enfermedad meningocoécica, las evidencias que sustentan su utilidad y
sus indicaciones vigentes, clasificados en funcion del mecanismo de accion (ver Tabla

5).

2.1.9.2. Antibiéticos

Los antibidticos representan la piedra angular en el tratamiento de la
infeccion meningocdcica®®. Tan pronto como se sospecha una infeccion
meningococica, sin tener el diagnostico microbiologico, se debe iniciar el
tratamiento antibiotico empirico en base a los datos epidemioldgicos que
poseemos'®. El objetivo fundamental del tratamiento antibidtico en la meningitis
meningococica es alcanzar rapidamente el efecto bactericida en el LCR con el fin de
yugular la proliferacion de la enfermedad y evitar secuelas (p.e. abscesos
cerebrales)®.

Desde la introduccion de los antibioticos la mortalidad por enfermedad
meningocdcica ha descendido desde casi el 100% hasta el 40% *. Inicialmente, a
partir de los ahos 30, se emplearon las sulfonamidas, las cuales fueron sustituidas por
la penicilina a mediados del siglo XX debido al aumento de resistencias. Desde los
anos 80, la susceptibilidad a la penicilina ha descendido en varios paises de Europa,
Canada, Sudafrica, Malawi, EEUU debido al tipo de bacteria, el area geografica y a
los mecanismos moleculares implicados. En los pacientes infectados con cepas
resistentes a la penicilina esta recomendado el uso de cefalosporinas.

El inicio de la antibioterapia debe ser lo mas precoz posible®”'. La hipotesis
de que el uso precoz de antibioticos en la infeccion meningococica agrava la
situacion clinica causando la liberacion de endotoxina no ha sido probada hasta el
momento'"""" Sin embargo, posponer la administracién de los mismos resulta en un
aumento de la concentracion bacteriana y en consecuencia una respuesta
inflamatoria mayor'®"">117,

Debido a la alta prevalencia de S. Pneumoniae, en nifos mayores de 1 afho se
deberia iniciar tratamiento empirico con vancomicina y cefotaxima o ceftriaxona®''®,

No obstante, en los niflos menores de 1 afio se valorara afadir vancomicina a la
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terapia inicial con cefalosporina de 3 generacion (cefotaxima o ceftriaxona) y
ampicilina *. Puesto que en situacién epidémica el tratamiento de un gran nimero de
pacientes con multiples inyecciones de penicilina o incluso ceftriaxona podria llegar
a ser impracticable, una dosis Unica de la solucion oleosa de cloranfenicol ha
demostrado ser tan efectiva como el tratamiento con penicilina solla durante 5 dias
119.

En este punto también resulta interesante conocer el grado de resistencia
antibidtica que sufre nuestra region, asi como la forma de predecir el fracaso
terapéutico. En este sentido se cred el proyecto EU.MenNet para el estudio de la
resistencia antibiotica del meningococo en Europa, incluyendo las caracteristicas de
la bacteria, zonas geograficas y las caracteristicas moleculares de los mecanismos

implicados, particularmente en la resistencia a la penicilina (Figura 10).

Fig. 2. European percentage dstibuton of ntermadate resstance 1o peniciin in MENNgeCeccal strans. The breakponts used for the defintion of
s level of resstancewem = 0.06mg L and < Imgl™’

Figura 10. Grados de resistencia de la Neisseria meningitidis a la Penicilina
en Europa. Los puntos de corte escogidos para definir el nivel de
resistencia fueron > 0.06 mgL ™ y < 1mgL™. Adaptado de Vazquez y cols'?°,

En general, a partir de las evidencias encontradas sobre los beneficios del uso
de antibidticos parece convincente su administracion precoz tan pronto se sospeche
la enfermedad, incluso antes del ingreso hospitalario **'%'"*'7 Ep |a tabla 5 se
recogen los estudios mas relevantes llevados a cabo sobre el uso precoz de

antibioterapia en pacientes con sospecha de enfermedad meningococica.
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Estudio

Nivel de evidencia

1- La administracion precoz
de antibioterapia ha
demostrado un descenso de
la mortalidad

2+ Los pacientes a los que
se administré antibioticos
antes de llegar al hospital
estaban mas graves que los
no tratados

2+ Los pacientes a los que
se administrd antibidticos
antes de llegar al hospital
estaban mas graves que los
no tratados

3 La administracion de
antibioticos a nivel pre-
hospitalario se relaciona con
un descenso de las
complicaciones de la
enfermedad

3 La administracion de
penicilina iv contribuye al
descenso de la mortalidad
por EM

Recomendacion

B Previo al traslado del
paciente a un centro
hospitalario de tercer nivel
debe administrarse
antibioterapia de manera
precoz

C Los efectos adversos de la
penicilina en la primera hora
de tratamiento, de causa no
aclarada, deben ser tenidos
en cuenta

C Los efectos adversos de la
penicilina en la primera hora
de tratamiento, de causa no
aclarada, deben ser tenidos
en cuenta

D El tratamiento antibiotico
empirico deberia ser
considerado ante la sospecha
de enfermedad

meningococica

D Los médicos de atencion
primaria deberia ser
informados del beneficio del
uso precoz de penicilina iv

ante la sospecha de EM

Tabla 5. Estudios llevados a cabo sobre el uso precoz de antibidticos ante la
sospecha de enfermedad meningocécica.
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2.1.9.3. Tratamiento del shock séptico meningocécico

2.1.9.3.1. Oxigenoterapia

Se recomienda la administracion de oxigenoterapia al 100% con el fin de
restablecer el desequilibrio entre las demandas y la extraccion tisular observado en
el shock séptico. En shock séptico severo o en cuadros acompanados de insuficiencia

respiratoria se realizara intubacion endotraqueal y ventilacién mecanica '

2.1.9.3.2. Acceso vascular

Garantizar un accesso vascular -idoneamente la canalizacion de una via
venosa central y, ante la imposibilidad de un acceso venoso mediante una via
intradsea- es una prioridad en el paciente critico con los objetivos de: 1. Realizar una
expansion vascular rapida, 2. Monitorizar la saturacion de oxigeno venosa central

(Scv02) y 3. Administrar soporte vasoactivo 222,

2.1.9.3.3. Fluidoterapia

El objetivo principal del soporte vascular es mantener una adecuada
oxigenacion y perfusion tisular. Para ello resulta prioritario restaurar el volumen
intravascular "2,

La resucitacion precoz con liquidos se ha visto asociada a un aumento de la

122

supervivencia en nifos con shock séptico '““. Los objetivos seran mantener una

24 |nicialmente se deben

presion venosa central entre 8-12 mmHg y una Scv02>70%
administrar bolos de 20 ml/kg. En la sepsis meningocdcica fulminante generalmente
se pueden emplear 60 ml/kg en la primera hora y hasta 120 ml/kg en las siguientes
4-6 horas, siendo necesario a veces 200 ml/kg en las primeras 24 horas ">'. La
presencia de meningitis concomitante no justifica la limitacion de la fluidoterapia, si
bien se tendra en cuenta la posibilidad de edema cerebral y empeoramiento de la

situacion respiratoria, exigiendo una monitorizacién estrecha '>'%,

El liquido de eleccién sera el suero fisiolégico 0.9% 2

. No obstante, se han
empleado coloides (albimina 4-5%) con limitacion por el riesgo de conducir a una
fuga capilar y edema intersticial y, con ello, empeoramiento de la situacion

respiratoria'*"'%,

Los almidones (Elohés®, Voluven®) podrian tener un efecto
negativo sobre la coagulacion y la funcidén renal '®. Los hemoderivados (plasma
fresco congelado, concentrado de hematies) se utilizaran en situaciones concretas
(coagulopatia severa, anemizacion aguda con inestabilidad hemodinamica). En la
actualidad no existe recomendacion para el uso de las soluciones salinas hipertonicas

en los nifios ''.
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Recomendacion: Inicialmente se deben administrar bolos de 20 ml/kg de suero
salino fisiologico 0.9% teniendo como objetivos mantener la PVC 8-12 y la Sv02>70%.
En presencia de meningitis se debe tener en cuenta el riesgo de edema cerebral por
lo que la adecuada monitorizacion es una exigencia pero los objetivos de expansion

son los mismos.

2.1.9.3.4. Soporte vasoactivo

Ademas del fendmeno de fuga capilar, la fase inicial del shock séptico

130,131
, la cual

meningococico esta caracterizada por una disfuncion miocardica
conlleva a edema agudo de pulmon vy, por ello, una restriccion del aporte de
liquidos™.

Si tras la expansion de volumen continua habiendo signos compromiso
hemodinamico se debe iniciar el soporte vasoactivo. La amina de eleccién sera la
dopamina (dosis inicial 5 mcg/kg/min) por su efecto miocardico (B-agonista) y
vascular periférico (a-agonista), dosis dependiente. Del mismo modo, se prefiere la
dobutamina por sus efectos beneficiosos sobre la funcién miocardica y la oxigenacion
periférica '*2. Sin embargo, en ocasiones de inestabilidad hemodinamica es necesaria
la administracion de altas dosis de noradrenalina y otros alfa-adrenérgicos con el
riesgo de empeorar la circulacién periférica’. En la actualidad no existe
recomendacion para el uso de la vasopresina y noradrenalina como farmacos de
primera linea "',

Recomendacién: Si tras dos bolos de 20 ml/kg siguen existiendo signos de
compromiso hemodinamico se debe iniciar perfusion de dopamina (5 mcg/kg/min)
pudiendo ser necesario anadir dobutamina (dosis inicial 5 mcg/kg/min), o incluso,

noradrenalina, adrenalina o vasopresina de en shock séptico refractario® 1?3133,

2.1.9.3.5. Corticoides

Los datos encontrados en la literatura demuestran que en los nifios con
enfermedad meningocodcica los niveles de cortisol al ingreso estan inversamente
relacionados con la respuesta inflamatoria de citoquinas y la severidad de la

enfermedad. Los niveles altos de ACTH en estos pacientes sugieren la posibilidad de

9134

una insuficiencia suprarrenal “relativa”’”", es decir, una resistencia de los receptores

tisulares a los corticoides'.

El uso de corticoides parece mejorar la situacion
hemodindmica y reducir las concentraciones de citoquinas proinflamatorias
circulantes y de cortisol, elevar la citoquinas antiinflamatorias y reducir la

137

mortalidad'®. Sin embargo, su uso permanece controvertido '’ ya que la mayoria de

los estudios llevados a cabo no han mostrado beneficio significativo'®. En esta linea,

49



2. Revisién del problema Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso

algunos trabajos han encontrado un aumento de la mortalidad relacionado con el uso
de corticoides causado, en parte, por un mayor riesgo de infeccion, Ulcera
gastroduodenal y disminucion de la penetrancia del antibi6tico en el sistema nervioso
central en pacientes con shock séptico ¥ No obstante, en un reciente meta-analisis
se concluye que, independientemente de la dosis o la duracion del tratamiento, la
administracion de corticosteroides no afecta a la mortalidad; por el contrario, en
pautas prolongadas y a dosis bajas se observé un descenso de la mortalidad a los 28
dias'®. La asociacién de mineralcorticoides en nifios esta discutida '*'.

Recomendacién: En el momento actual, el uso de corticoides parece limitado al
shock séptico refractario, es decir, los casos en los que se precisen dosis mas altas de
aminas vasopresoras, o bien, cuando exista una posible insuficiencia suprarrenal

l141

aguda, cifras de cortisol inferiores a 18 mg/dl’*". En nifos, la dosis recomendada de

hidrocortisona sera de 100 mg/m2, o bien, 2-5 mg/kg, en una dosis de carga y

25mg/m2 en las siguientes 6 horas "',

2.1.9.3.6. Calcio

El calcio contribuye a mantener la tension arterial. El calcio ionizado, el cual
refleja el calcio “efectivo”, se encuentra disminuido debido a la accién de la IL-1%y,
ello contribuye a mantener la depresion miocardica y vasoplejia, asi como, ocasionar
trastornos del ritmo™'. En los nifios pequefios la hipocalcemia debe ser corregida de

manera inmediata®.

2.1.9.3.7. Otros

En el transcurso de una evolucion fulminante y refractaria al tratamiento
“convencional” otros farmacos como la naloxona han sido utilizados con el fin de
eliminar el efecto cardiodepresor de las endorfinas y elevar, si bien de manera
transitoria, la tensiéon arterial "', Por otro lado, en las fases agudas de la
enfermedad, el paciente puede presentar oligoanuria debido, en parte, a la necrosis
tubular aguda o necrosis cortical que conduce a insuficiencia renal aguda. La anuria
supone una urgencia vital y puede resultar en edema agudo de pulmon agravando la
situacion clinica por lo que se tendria que iniciar hemofiltracion o dialisis lo antes
posible”. Ademas, en pacientes con rabdomiolisis grave (CPK>20000 U/L), se
recomienda alcalinizar la orina con el fin de favorecer la eliminacion de la

mioglobina sin precipitar en los t(bulos renales *°.
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2.1.9.4. Estrategias dirigidas al control de la cascada inflamatoria

2.1.9.4.1. Proteina bactericida-permeabilizante (BPI)

La endotoxina es el principal elemento desencadenante de la respuesta
inflamatoria que conduce al shock, fallo multiorganico y purpura fulminante en la
meningococemia. La proteina bactericida-permeabilizante (BPI), liberada por los
leucocitos polimorfonucleares tras su activacion, ha demostrado, in vitro, poseer un
efecto neutralizante sobre la endotoxina y, un efecto bactericida aumentando la
permeabilidad de la membrana bacteriana y activando enzimas de degradacion . El
rBPl;, un anadlogo de la molécula recombinante (rBPly;) elaborado a partir de
técnicas de ingenieria ha mostrado tener una adecuada estabilidad para su uso
manteniendo su capacidad de inhibir la activacion del complemento, la expresion de
moléculas de adhesion endotelial y de neutrofilos, la formacion de radicales libres y
de citoquinas pro-inflamatorias incluyendo el TNFa. También, ha demostrado reducir
la produccién de éxido nitrico por el macrofago, potente vasodilatador implicado en
la patogénesis de la hipotensién en el shock séptico™.

En un estudio en fase lll, randomizado, doble ciego y controlado en nifios con
sepsis meningocdcica severa se observo que el grupo al que se le habia administrado
un fragmento recombinante modificado de la BPI (2 mg/kg en 30 minutos seguido de
2 mg/kg en 24 horas) presentaron, de manera significativa, menor incidencia de
complicaciones vasculares (amputaciones) y mejor prondstico funcional seglin la
Pediatric Overall Performance Category Scale, que el grupo control **'. No
obstante, previamente se habia llevado a cabo un estudio similar con 393 pacientes
en el que no se demostré un descenso de la mortalidad ni un mejor grado funcional al
alta en el grupo tratado con rBPIl,; frente al grupo placebo®.

Recomendacion: Es necesaria la realizaciéon de mas estudios controlados con
suficiente potencia para demostrar una reduccion de la mortalidad entre el grupo
tratado con rBPI,; frente al grupo placebo, asi como la aparicion de posibles efectos

adversos antes de indicar su uso en nifos.

2.1.9.4.2.  Anticuerpo ha-1a

En un estudio llevado a cabo por Levin y cols™

, se observd que la
administracion del anticuerpo humano monoclonal contra la endotoxina, HA-1A,
mejoro el pronostico de las lesiones vasculares de los pacientes con disminucion del
nimero de amputaciones y de transfusiones . No obstante, no se ha demostrado una

reduccioén significativa de la mortalidad en nifios con shock séptico meningocdcico'*.
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Recomendacién: Los escasos datos existentes al respecto no son suficientes para

recomendar su aplicacion.

2.1.9.4.3. Analogo del lipido A, E-5531

El lipido A es uno de los responsables de la respuesta inflamatoria a la
endotoxina. La forma sintética del lipido A, E-5531, ha sido utilizada para bloquear
los efectos sistémicos del LPS. El E-5531 actla como antagonista de la interaccion
entre el LPS y el receptor de la endotoxina. Asimismo, E-5531 ha demostrado poseer
un efecto inhibidor de la liberacion del TNF-a. Un estudio llevado a cabo por Bunnell
y cols. en voluntarios sanos mostr6 como tras la administracion del E-5531 se
observaba una disminucion de los sintomas inducidos por el LPS asi como un descenso
de la concentracion del TNF-a, IL-6, la proteina C reactiva y las cifras de leucocitos.
Recomendacién: No existen en la actualidad suficientes estudios para aconsejar su

aplicacion en nifios.

2.1.9.4.4. Otros anticuerpos

Otros tratamientos basados en anticuerpos, como los anticuerpos frente a
TNF, receptores TNFsR, o IL-1Ra no han demostrado tener un efecto beneficioso en
el tratamiento de la sepsis. De hecho, con algunos de ellos se han observado efectos
perjudiciales. Del mismo modo, en un estudio prospectivo a doble ciego se utilizo
suero de pacientes inmunizados con Escherichia Coli J5 sin encontrar diferencia
significativa en la reduccion de la mortalidad, lo cual podria estar justificado por la
escasa potencia neutralizadora de los anticuerpos o el momento de administracion
146,147.

Las terapias anticitoquinas no han sido utilizadas en la sepsis meningocdcica.
Sin embargo, puesto que los estudios comparativos han mostrado una activacion de
mediadores inflamatorios diferentes dependiendo de la afectacion, la evolucion,

etc... es posible que una (nica terapia inmunomoduladora no sea efectiva ',
2.1.9.5. Terapias dirigidas a tratar las alteraciones de la coagulacion

2.1.9.5.1. Proteina C activada

Ademas de su efecto anticoagulante, la proteina C juega un papel importante
como modulador de la respuesta inflamatoria '*. Varios trabajos han mostrado que
los niveles de proteina C se encuentran disminuidos en pacientes con
meningococemia severa debido a su consumo, inactivacion y disminucion de la

sintesis y, ademas, este descenso se correlaciona con peor pronéstico '. El valor
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pronéstico de la proteina C depende de la concentracion a la que se encuentre en las
fases iniciales de la enfermedad ™'. En un estudio llevado a cabo por Kleijn y cols.
donde se administré concentrado de proteina C a nifios con sepsis meningococica
severa se observo un aumento de la proteina C activada asi como una mejora de la
coagulacion 2. También se observé un efecto beneficioso del uso de la proteina C en
nifos en el trabajo publicado por Martindn-Torres y cols. A pesar de este efecto
beneficioso, el uso de la proteina C sigue estando controvertido debido en parte al
riesgo de hemorragia, de manera particular, en el sistema nervioso central "3, En el
estudio RESOLVE, llevado a cabo en ninos de 38 semanas a 17 ahos, comparando la
administracion de proteina C activada frente a placebo, no se observo diferencia
significativa en la recuperacion ni mortalidad en el grupo al que se administro el
farmaco. Tampoco se mostré aumento de riesgo de sangrado durante un periodo de
28 dias en los nifios que habian recibido proteina C reactiva'®. No obtante una
reciente revision de la Cochrane sobre el uso de proteina C activada en humanos no
encuentra envidencias para recomendar su uso en pacientes con sepsis severa o
shock séptico. Ademas, su uso parece estar acompaiado de un mayor riesgo de
sangrado'.

Recomendacion: En la actualidad no existen evidencias suficientes sobre el efecto
que produce el uso de la proteina C activada por lo que no deberia recomendarse su

uso.

2.1.9.5.2. Antitrombina

La infusion de antitrombina parece mejorar la perfusion periférica y revertir
el compromiso vascular con estabilizacion de los niveles de proteina C administrando

una dosis de carga seguida de una de mantenimiento *¢'%’

2.1.9.5.3. Factor activador del plasminégeno (t-pa)

El uso precoz de factor activador del plasmindgeno a dosis de 0.25-0.5
mg/kg/h se asocié a una mejora en la estabilidad hemodinamica, asi como, una
reduccion en la tasa de amputacion. Sin embargo, en un estudio multicéntrico
llevado a cabo por Zenz y cols. se observd alta incidencia de hemorragia
intracerebral en nifios con sepsis meningocdcica en los que se habia administrado t-
PA158.

2.1.9.5.4. Sanguijuelas de uso medicinal

La hirudina, sustancia presente en la saliva de las sanguijuelas, inhibe la

trombina, lo cual, podria jugar un papel beneficioso en la sepsis meningococica. Las
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sanguijuelas de uso medicinal han sido utilizadas recientemente en una niha de 8
meses con sepsis neumococica y lesiones purpuricas con compromiso vascular
periférico con resultado favorable "°. Del mismo modo se han utilizado en la sepsis
meningococica en una lactante de 5 semanas sin observar un claro efecto
beneficioso'. Por tanto, si bien las proteinas salivares de las sanguijuelas de uso
medicinal tienen un efecto tedricamente beneficioso son necesarios estudios

controlados y amplios antes de considerar su uso "',

2.1.9.5.5. Otros

Vitamina K: En aquellos casos donde existe un déficit de vitamina K, la

administracion de la misma normalizara los niveles de proteina C y S. No obstante,

en otras situaciones su beneficio no esta aclarado'®?.

La Ketanserina es un inhibidor antagonista de la serotonina con efecto alfa
bloqueante débil. Si bien ha sido utilizada en la enfermedad de Raynaud como
tratamiento de la claudicacion intermitente, no se ha demostrado su beneficio en la
purpura fulminante'®.

El acido £-amino caproico, inhibidor de la fibrinolisis, podria frenar el proceso

de necrosis cutanea en la parpura fulminante'®

2.1.9.6. Terapias dirigidas al aclaramiento de moléculas pro-inflamatorias de
la sangre
2.1.9.6.1. Recambio sanguineo total o plasmatico: plasmaféresis

El intercambio sanguineo total o plasmatico no solamente re-emplaza el
plasma sino que repone varios inmunomoduladores como la anti-trombina Il (AT-IIl) y
C1 inhibidor y algunos factores anticoagulantes como proteina C y proteina S *°.
Algunos trabajos de series de casos sugieren un efecto beneficioso en el intercambio
plasmatico o sanguineo completo con o sin leuco-aféresis '**®. Se ha comprobado
que durante las técnicas de recambio plasmatico se produce un descenso de los
niveles de TNF. No obstante, debido a que los recambios se producen de manera
intermitente el efecto global de la técnica sobre los niveles de TNF en las primeras

24 horas es limitado '¢’.

2.1.9.6.2. Hemofiltracion

Partiendo de la idea de que el aclaramiento de citoquinas proinflamatorias

(TNF, IL-1) mejora la supervivencia, algunos trabajos describen el uso de la

5

hemofiltracién en la enfermedad meningocécica '®. La presencia de TNF e IL-1 en el
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ultrafiltrado no es suficiente para mejorar la supervivencia. Si bien, la hemofiltracion

o hemodiafiltracion contribuyen al manejo de la hipervolemia, correccion de la

acidosis y reducen la necesidad del uso de catecolaminas, su verdadero efecto sobre

el pronéstico de la enfermedad permanece desconocido.

2.1.9.7.

Tratamiento de la coagulacion intravascular diseminada (CID)

Las medidas que se describen a continuacion han sido empleadas en el

tratamiento de la CID:

>

La Heparina ha sido utilizada durante afios en adultos '*® y, aunque su uso
parece disminuir la severidad de la necrosis distal, no se ha desmostrado
su efecto sobre la supervivencia '*°.

Cuando la necrosis periférica progresa debe llevarse a cabo cirugia
plastica o la amputacion del miembro. Sin embargo, puesto que la
cicatrizacion de las areas isquémicas en los nifios ha demostrado ser
sorprendentemente buena se aboga por un tratamiento conservador

siempre que se pueda %"

. La fasciotomia descompresiva, en general, ha
demostrado resultados poco convincentes '°.

Los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la coagulacion
intravascular diseminada puede abrir un camino hacia nuevas terapias.
Algunas de las cuales ya estan siendo probadas en modelos animales. El
bloqueo de la via extrinseca e intrinseca de la coagulacion ha sido
evaluado con la administracién de suero de pacientes inmunizados con E.
coli. Anticuerpos monoclonales contra el factor FXlla atenlGan la severidad
del shock, mientras que anticuerpos contra el factor tisular influyen en la
severidad del shock y la coagulopatia '

La inhibicion inespecifica de las serin-proteasas, complejo proteinico clave
en la activacion del complemento, sistema cinina-calicreina y sistema
fibrinolitico, se intenté mediante la administracion de la aprotinina en la
década de los 60 *°.

La estimulacién de la actividad fibrinolitica mediante la administracion de
estreptoquinasa o rTPA también se ha llevado a cabo pero debido a las
altas concentraciones del factor inhibidor del activador del plasminégeno
(PAI-1) los efectos son limitados por el riesgo de sangrado '">174,

La activacion del zimogeno puede modular la depleciéon de inhibidores de
las serin-proteasas como AT-1ll o C1-inhibidor. La AT-Ill inhibe la trombina,
FXa, FIXa, FXla y el FXlla y parece tener un futuro prometedor en el

manejo de la sepsis de diferente etiologia en concreto la meningococica
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74, EL C1-inhibidor ha sido empleado en humanos en sindromes de sepsis
“like” pero no en la EM. Su utilidad deriva de la potente actividad como
regulador del complemento y activacion del sistema quinina-calicreina.

> La transfusion de plaquetas esta contraindicada porque aumenta la
concentracion del PAI-1 derivado de las mismas con el consiguiente
empeoramiento de la isquemia periférica y necrosis.

Ninguna de las terapias comentadas previamente han desmostrado tener un

75 en el tratamiento de la EM. No obstante,

efecto claramente positivo
conociendo la existencia de las multiples interacciones entre los mediadores de la
inflamacion este hecho no sorprende. En los adultos el plasma fresco congelado
constituye la mejor alternativa en la expansion de volumen asi como la

inmunomodulacion'®.

2.1.9.8. Estrategias terapéuticas que inducen vasodilatacion

Con la finalidad de mejorar la perfusion acra se han utilizado diferentes
terapias. El epoprostenol (prostaciclina) intravenoso es un potente vasodilatador, el
cual ejerce un efecto inhibidor sobre la agregacion plaquetaria. Se ha empleado en
el tratamiento de la sepsis en neonatos y lactantes a dosis de 5-20 ng/kg/min sin
signos de hipotension descritos 7.

La purpura fulminante puede causar dolor severo secundario a la liberacion de
prostaglandinas en el tejido pobremente perfundido. La nitroglicerina topica se
convierte en Oxido nitrico, el cual produce vasodilatacién. Algunos estudios han
mostrado el alivio del dolor a los 2-3 minutos de la aplicacion de nitroglicerina topica

al 2% que puede ser repetida cada 4-6 horas "’.
2.1.9.9. Otras estrategias terapéuticas

2.1.9.9.1. Oxigenacion hiperbarica.

Con el fin de maximizar la oxigenacion del tejido isquémico se ha empleado la
oxigenacion hiperbarica observando una reduccion del area de necrosis en nifios con

parpura fulminante'®'7°,

2.1.9.9.2. ECMO.

En los Gltimos afos la ECMO se ha utilizado como terapia de soporte en
pacientes con shock séptico meningocdcico o fallo respiratorio no hallando diferencia

| 180,181

en la mortalidad en relacion al tratamiento convenciona posiblemente debido

al escaso numero de pacientes a los que se les aplica.
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2.1.9.10. Tratamiento de la meningitis

El tratamiento de la meningitis en ausencia de shock e hipertension
intracraneal se basa en el uso de antibioticos intravenosos y la monitorizacion
estrecha de posibles complicaciones. La restriccion de liquidos no esta indicada "%. El
objetivo principal del tratamiento en la meningitis es alcanzar rapidamente niveles

82 |Los antibioticos de

terapéuticos de antibidtico en el liquido cefalorraquideo
eleccion son las cefalosporinas de 32 generacion (Cefotaxima 80 mg/kg/dosis, tres
dosis/dia; Ceftriaxona 50-80 mg/kg/dosis, una dosis/dia). La duracion del
tratamiento sera entre 5-7 dias 2. La realizacién de pruebas complementarias no
debe retrasar el inicio del tratamiento.

Por otro lado, el uso de corticoides esta indicado antes de la primera dosis de
antibidtico. Si bien dosis de 0.15 mg/kg/dia de dexametasona han demostrado un
efecto beneficioso en la meningitis por haemophilus influenza, puesto que este
efecto no ha podido observarse en otras meningitis, se discute el uso de corticoides

en este contexto '8

. En casos de afectacion grave o cuando exista riesgo de
herniacion cerebral, se debe iniciar antibioterapia empirica sin la confirmacién
mediante puncion lumbar ‘. En general, la segunda puncion lumbar de control no
esta indicada salvo que se observe un empeoramiento de la situacion clinica a pesar

de tratamiento antibidtico empirico.

2.1.10. Declaracién, control y prevencion

La identificacion de brotes se lleva a cabo mediante la planificacion de
medidas de control y la determinacion de los efectos que producen esas medidas, es
necesario estableciendo la vigilancia tanto de la incidencia de casos como de los
serogrupos, serotipos y serosubtipos responsables de la enfermedad. En general, las
epidemias se deben a cambios en el serogrupo y serotipo predominante; tambien

pueden observarse cambios en la distribucion etaria®.

2.1.10.1. Declaracion obligatoria

La enfermedad meningococica es de declaracion nacional obligatoria,
individualizada y urgente. Dado que todos los casos requieren hospitalizacion el
mejor lugar para realizar la vigilancia es el hospital, concretamente el servicio de
Medicina Preventiva, mediante la blUsqueda activa de casos en los servicios, de

urgencias, Pediatria, Medicina Interna y Microbiologia®.
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La declaracion de los casos permite, ademas de conocer la incidencia de la
enfermedad, establecer la vigilancia de los convivientes y contactos, y
administrarles, cuando esté indicado, quimioprofilaxis y vacuna.

En Espaia existe, en el ambito nacional, un laboratorio de Referencia de
Meningococos dependiente del Centro Nacional de Epidemiologia y, en el ambito
internacional, el Deposito de Neisserias de la Escuela de Salud Publica de la
Universidad de California (Berkeley, Estados Unidos) y el Instituto de Medicina

Tropical del Servicio de Salud del Ejercito, de Marsella centro colaborador de la OMS.

2.1.10.2. Encuesta epidemiolégica

Permite conocer las circunstancias epidemioldgicas que han contribuido a la
aparicion del caso, identificar los convivientes y contactos y determinar la
convivencia o no de la quimioprofilaxis y vacunacion.

En la encuesta epidemiologica se recogen los datos de filiacion del paciente,
antecedentes personales y familiares, antecedentes personales y familiares que
puedan representar una mayor susceptibilidad a la enfermedad, datos del entorno
social (caracteristicas de la vivienda, convivientes domiciliarios, colegio, guarderia),
casos de enfermedad meningococica que se hayan presentado en este entorno 30
dias antes y actuaciones profilacticas que se hayan emprendido; datos clinicos y de
laboratorio, y finalmente un apartado con el juicio final y las observaciones del

médico que ha realizado la encuesta®.

2.1.10.3. Profilaxis primaria

Si bien se conocen 13 serogrupos diferentes de N. meningitidis, solamente los
serogrupos A, B, C, Y y W135 son patdgenos confirmados. En la actualidad
disponemos de vacunas frente a los grupos A, C, Y y W135 constituidas a partir de sus
lipopolisacaridos capsulares. Desafortunadamente, estas vacunas no inducen una
inmunidad linfocito-T dependiente por lo que son poco efectivas en nifios y lactantes
y no confieren inmunidad a largo plazo. Todavia no disponemos de una vacuna
universal frente a meningococo B, pero en la actualidad se estan ensayando dos
candidatos universales (vacuna rLP2086 y vacuna pentavalente basada en vacunologia

reversa) con resultados muy prometedores hasta la fecha** '8,

2.1.10.3.1.  Vacunas polisacaridas

Las vacunas polisacaridas se producen a partir de los polisacaridos capsulares
purificados de los distintos serogrupos'®. Las primeras vacunas efectivas, realizadas

a partir de polisacaridos capsulares, fueron desarrolladas hace mas de 30 afios a
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partir de un brote epidémico entre soldados americanos recluidos'®. Posteriormente,
su efecto fue probado en Europa, América Latina y Africa. Actualmente exite un
vacuna tetravalente, aprobada en USA denominada Menomune® A, C, Y, W-135
(Aventis Pasteur), una vacuna bivalente frente a los grupos A y C que esta disponible
en todo el mundo y, desde el 2003, una trivalente, también, frente al serogrupo
W135, agente potencialmente capaz de desencadenar grandes epidemias en los

"8 Durante la estacion epidémica en el

paises del “cinturon de la meningitis
“cinturon de la meningitis africano” el Grupo de coordinacion internacional para la
provision de la vacuna para la epidemia de la meningitis constituido en 1997 por la
OMS y otros colaboradores se encargan de distribuir la vacuna y asegurar la
disponibilidad de la misma'®.

Las vacunas polisacaridas pueden desencadenar reacciones locales tales como
hinchazon, enrojecimiento y fiebre (4-56%), pero, en general son bien toleradas'".

Sin embargo, las vacunas lipopolisacaridas son poco inmunogénicas en nifos
menores de 2 afos, los cuales constituyen el grupo mas susceptible de padecer la
infeccion. En un estudio reciente llevado a cabo en Arabia Saudi, en el que
participaron 423 nifios menores de 5 aios se observd una respuesta bactericida frente
al serogrupo A mientras que los N. Meningitidis W135 fueron observados entre el 60-
90% de los nifos de 2-4 afnos respectivamente y solamente en el 25-13% de los
lactantes de 6-12 meses respectivamente. Estas vacunas no indujeron memoria
inmunoldgica. Se producia una respuesta que favorecia la liberacién de IgM e IgG2,

las cuales no son buenos activadores del complemento'.

La inmunogenicidad
depende de la respuesta humoral del huésped a los antigenos polisacaridos la cual es
adecuada en nifios mayores de 2 afos y adultos pero no en lactantes y adolescentes.
Una Unica dosis de vacuna divalente frente a A y C proporciona inmunidad suficiente
en nifos jovenes y adultos durante 5-10 afos. Con dosis repetidas de vacuna
polisacarida frente al serogrupo C se puede producir hiporreactividad frente a dicho
serogrupo. La vacuna polisacarida frente al serogrupo A es inmunogénica en nifos
pequefos pero requiere multiples dosis de administracion. La vacuna frente a los
serogrupos W-135 y Y consigue una adecuada inmunogenicicdad y actividad
bactericida. No obstante, su eficacia no ha sido demostrada en estudios controlados.
La inmunizaciéon con la vacuna polisacarida A/C tuvo un pequefio efecto sobre el
control de portadores nasofaringeos del serogrupo A como se comprob6 a los seis
meses de la vacunacion en Gambia. Sin embargo, estudios llevados a cabo en
soldados italianos demostraron una reduccion del nimero de portadores de los

serogrupos Ay C a las tres semanas de la vacunacion pero se desconoce su eficacia a
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largo plazo. En Espana, el porcentaje de portadores del serogrupo C, ha disminuido
significativamente entre los vacunados frente a los serogrupos A/C* 8192,

Debido a su pobre inmunogenicidad en adolescentes y nifios, la vacuna
polisacarida no se recomienda en la actualidad en los calendarios de vacunacion. Las
indicaciones actuales de la vacuna tetravalente se reducen a aquellos que viajan a
zonas endémicas (peregrinos a la Meca, previa visita a Arabia Saudi), los que tienen
un déficit de las porciones finales del complemento y en los asplénicos. Por tanto, los
soldados y el personal de investigacion son candidatos a la vacunacion estandarizada,

como el resto de la poblacion'®,

2.1.10.3.2.  Vacunas conjugadas

Los experimentos llevados a cabo con las vacunas conjugadas frente a
Haemphilus influezae tipo b y a pneumococo han mostrado que mediante la
conjugacion quimica de una proteina transportadora se puede mejorar de manera
significativa la inmunogenicidad del polisacarido bactericida'®.

Las vacunas conjugadas frente al grupo C fueron desarrallodas por Chiron y
Wyeth empleando el toxoide de la difteria detoxificado genéticamente (CRM197)
como proteina transportadora y por Baxter, utilizando el toxoide del tétanos como
transportador. Estas vacunas fueron introducidas en noviembre de 1999 en Reino
Unido al calendario vacunal a los 2, 3 y 4 meses de edad combinadas con una dosis
recuerdo entre el ano y los 18 anos de edad. La cobertura de los adolescentes
parecia tener un gran impacto en la incidencia de la enfermedad lo cual se tradujo
en un descenso del 90% de las muertes y los casos de enfermedad y un 66% de los
casos de portador. Llamativamente la vacuna también descendié un 70% el numero
de casos de enfermedad entre los no vacunados, con lo que se demostraba que se
conseguia un efecto de inmunidad colectiva. Desde entonces esta vacuna esta
incluida en el calendario vacunal de Reino Unido en una pauta de 2+1, aunque hay
evidencia de que una sola dosis confiere proteccion suficiente. También se realizaron
estudios de coste-efectividad de la vacuna en Holanda y Canada con buenos
resultados*'®,

La vacuna tetravalente conjugada incorpora polisacaridos de los serogrupos A,
C, Y, W-135 unidos mediante enlace covalente a la toxina de la difteria. Esta vacuna
ha demostrado una eficiencia del 100%. Un estudio llevado a cabo en USA, demostro
que la vacunacion de adolescentes reduciria en 18 millones de délares el coste
directo derivado de la enfermedad. No obstante el elevado precio de esta vacuna

hace imposible su uso en paises en vias de desarrollo®.
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En junio de 2001, a través de la Organizacion Mundial de la Salud se
desarrollé una vacuna conjugada frente al meningococo A a un precio abordable por
los paises subdesarrollados. En el 2006 se realizaron los estudios en fase I, seguidos
de los estudios en fase Il en Gambia y Mali para el uso de una dosis Unica en
campaiias de vacunacion masiva en Africa. El problema radica en concienciar a los
gobiernos y autoridades sanitarias de la necesidad de definir estrategias de
financiacion para la introduccién de la vacuna y, la necesidad de priorizar el acceso a
la misma a paises epidemiolégicamente desfavorecidos como aquellos que conforman
el “cinturdn de la meningitis”. En estos paises se estima que existe entre 400 y 500

millones de personas entre 1-29 afios susceptibles de recibir vacunacion®.

2.1.10.3.3.  Vacunas frente al meningococo B

La similitud entre la capsula del meningococo B y las sialoproteinas humanas
presentes en el tejido neural fetal, ha truncado el desarrollo de vacunas conjugadas
frente a B siguiendo la estrategia empleada exitosamente hasta la fecha con los otros
serogrupos. Por ello se han establecido otras lineas de trabajo distintas, buscando
antigenos inmunogenos, estables y de representacion universal, candidatos para la
proteccion eficaz frente a meningococo B'81%4,

Dentro de la estrategia basada en proteinas de vesiculas de membrana
externa (OMVs), existen al menos cuatro tipos de vacunas frente al meningococo B:
la cubana, comercializada en 20 paises con el nombre de Vamengoe B=C, de la que se
han utilizado mas de 10 millones de dosis; la noruega; la estadounidense y la
holandesa'™.

La vacuna cubana es una vacuna bivalente (BmasC), preparada en el Instituto
Finlay de la Habana, que contienen polisacarido de meningococo C y una mezcla de
proteinas de membrana externa de alto peso molecular, con lipopolisacarido y
fosfolipidos (proteoliposoma), de la cepa B;4:P1.15, e hidroxido de aluminio. Se
administré en Cuba, durante los afos 1989-1990, en forma de campafa, a la
poblacion comprendida entre los 3 meses y los 19 afos. En un estudio en escolares se
comprobé una eficacia del 83%. A partir de 1991, se introdujo en el calendario de
vacunas de la infancia a partir de los 3 meses de edad. Posteriormente se ha
utilizado en distintos paises, como Brasil, Ucrania, Colombia, Mongolia, Paraguay,
Uruguay y Argentina. De 1989 a 1991, con motivo de una epidemia por los serogrupos
B y C, se administraron en ocho estados de Brasil 11 millones de dosis. Se realizaron
dos estudios de casos y controles. En el de Sao Paulo, en el que se vacunaron 2,4
millones de nifos entre 3 meses y 7 anos, se demostro una eficacia que variaba con

la edad; en los mayores de 48 meses fue del 74% (IC 95%, 16=92%); en los menores de
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esta edad no se demostré ninguna eficacia. En un segundo ensayo, el que se
vacunaron con dos dosis a 1,7 millones de nifios entre 6 meses y 9 anos se observo
una eficacia para toda la enfermedad meningocécica del 57,7% (IC 95%, 38=87%), que
en los menores de esta edad fue del 28% (IC 95%, 45=65%), siendo mas eficaz en los
que viven en areas de alto riesgo, y en los primeros 6 meses de observacion que en
los 6 meses siguientes'”*.

La vacuna noruega contiene un complejo de proteinas de membrana externa
(clase 1, 3 y 5) y lipopolisacaridos extraidos con desoxicolato para obtener
microvesiculas, de la cepa B:15:P1.7.16, aluminio y timerosal. Se ensayo6 entre 1989 y
1991, en 171.8000 escolares de 14-16 afos de Noruega. Se administraron dos dosis con
un intervalo de 6 semanas y se observé una eficacia del 58% después de 30 meses.

El instituto Walter Reed de las Fuerzas Armadas de Estados Unidos, en
Washington, elaboré una vacuna experimental con proteina externa de la cepa
B:15:P1.3:L3.7, que circulaba en el Iquique (Chile), unida al polisacarido capsular C,
no vesiculada, con bajo contenido en lipopolisacarido y sin proteinas de la clase 5. En
1987 y 1989, se realizd un ensayo clinico administrando dos dosis separadas 6
semanas de intervalo a 40.000 personas entre 1y 21 afos; tras un seguimiento de 20
meses, se observo una efectividad del 51%. La proteccion fue dependiente de la
edad, nula para los menores de 4 afos y del 70% para los mayores de esta edad.

Otros antigenos candidatos para una vacuna alternativa son sobre todo las
proteinas de clase 1, que tienen dos epitopos inmunodominantes VR1 y VR2,
asociados con especificidad de serotipo y probable induccién de anticuerpos
bactericidas.

Recientemente, en Gloucester (Reino Unido), se ha estudiado en lactantes de
2 meses'” la inmunogenicidad y reactogenicidad de una nueva vacuna desarrollada
por el Laboratorio para Investigacion Clinica de Vacunas de Biltoven (Holanda). La
vacuna consta de dos microvesiculas que contienen, cada una, una cepa manipulada
por tecnologia ADN recombinante, que expresa tres porinas A. Las seis porinas A
representan mas del 80% de todos los aislamientos, con independencia de los
serogrupo obtenidos en aquel pais durante 1996. No contiene polisacarido capsular ni
porina B y si pequeias cantidades de proteinas de membrana externa clases 4y 5. Se
administraron tres dosis en el primer afo (2, 3 y 4 meses) y un recuerdo en el
segundo ano de vida. Se observo una buena tolerancia, asi como respuesta de
anticuerpos bactericidas, con titulos protectores (>1/4) en el 95% tras la cuarta

196

dosis. De Kleijn y cols', en el afo 2001, describieron la adecuada tolerancia asi

como la actividad bactericida de la vacuna en escolares.
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Otro antigeno importante es la proteina 5C, involucrada en la adherencia e
invasion de las células epiteliales y endoteliales, por lo que los anticuerpos frente a
ella pueden impedir la fijacion y la entrada de la misma en la célula. Induce
anticuerpos bactericidas y debe ser expresada por las cepas que se utilicen para
preparar vacunas de proteinas de membrana externa. La vacuna noruega contiene
proteina 5C.

Los LPS o lipooligosacaridos (LOS), detoxificados y en vacunas conjugadas
también son importantes candidatos. Zollinger observd que entre el 65 y el 90% de
los meningococos B aislados de enfermos expresan el inmunotipo LOS L3 y el L3.7.
También son importantes candidatos las proteinas reguladoras de hierro, de las que
el meningococo expresa cuatro o cinco de elevado peso molecular, con receptores
especificos para la transferrina y la lactoferrina. Menor importancia tienen la
lipoproteina H8, los Pili y las proteinas de clase 5'%*.

En el momento actual existen dos estrategias de investigacion en vacunacion
universal frente a meningococo B que se encuentran en fase de experimentacion
clinica. La primera se basa en la lipoproteina LP2086, recientemente identificada
como proteina de union del factor H, y de la que existen dos subfamilias (A y B). La
otra se fundamenta en la vacunologia reversa, y su formulacion final incluye 5
antigenos proteicos (dos proteinas de fusion y un antigeno adicional) combinados con
las OMVs utilizadas en Nueva Zelanda. La vacuna LP2086 esta actualmente en fase
I/1l de desarrollo clinico, mientras que la otra ya ha entrado en fase Ill, ambas con
resultados muy esperanzadores, y con coberturas teoéricas superiores al 80% de las

cepas de meningococo B que circulan actualmente en el mundo™.

2.1.11. Pronéstico de la enfermedad meningocadcica

La mortalidad de los pacientes afectos de enfermedad meningococica
depende fundamentalmente de la edad del paciente, el tipo de manifestacion clinica
(septicemia/meningitis), caracteristicas de la bacteria (complejo clonal) y el manejo
de la infeccion'”. No existen evidencias que demuestren que las nuevas terapias
hayan tenido un impacto significativo sobre las complicaciones y la supervivencia de
la enfermedad meningocdcica'”.

De todas las variables implicadas, hasta el momento, sélo la vacunacion y el
uso precoz de antibioterapia han demostrado reducir la mortalidad y la tasa de

complicaciones por la enfermedad'™'*®'®, En la Figura 11 se compara la frecuencia
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de complicaciones observadas entre un grupo al que se administré antibidtico tan

pronto se sospecho la enfermedad frente al que no recibio antibiotico.
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63.1
M Recibieron Antibidticos

60

M No recibieron antibidticos

Meningitis Purpura y/ sepsis Meningitis con Pericarditis Nudmero de
purpura y/o complicaciones
sepsis

Figura 11. Frecuencia de complicaciones observadas en el grupo de
pacientes que recibieron antibioterapia precozmente frente a los que no la

recibieron. Adaptado de Wang y cols'®°,

Por otro lado, la tasa de morbilidad que algunas series cifran entre el 20-40%
de los casos, depende del grado de severidad y del manejo de la enfermedad. En el
seguimiento a largo plazo estos pacientes pueden presentar: pérdida auditiva,
complicaciones neurologicas, alteraciones del comportamiento y problemas
psiquiatricos, complicaciones articulares, por ejemplo, asimetria en la longitud de
los miembros inferiores que puede manifestarse incluso afios después de padecer la
enfermedad, necesidad de injertos cutaneos, insuficiencia renal particularmente en
aquellos que precisaron alguna técnica de re-emplazo renal y el sindrome de estrés
post-traumatico que puede afectar a los nifios y también a sus familias®®.

A pesar de todo, la enfermedad meningocécica continlia siendo la primera
causa de muerte por infeccion en los paises industrializados. Antes de la era
antibiotica, la mortalidad se situaba alrededor del 70-80% de los afectos. Tras la
introduccion de los antibidticos en el tratamiento la tasa de muertes por EM se vio

reducida al 10-30% dependiendo de las series'”’.
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2.2. GENETICA Y ENFERMEDAD

2.2.1. Variacién genética: mutacién y polimorfismo

Cada célula del cuerpo sintetiza varias proteinas diferentes. Estas proteinas
incluyen enzimas y componentes estructurales que intervienen en todos los procesos
metabolicos y de desarrollo de un organismo. La secuencia codificadora de bases en
el ADN de un determinado gen posee una secuencia de aminoacidos especifica. Por
tanto un cambio de nucleotidos o mutacion de la secuencia codificadora de un gen
conduce a la formacion de una proteina estructuralmente diferente que puede tener
alteradas sus propiedades®'.

Sin embargo, otras modificaciones del ADN pueden no tener un efecto
fenotipico, ya sea porque el cambio no altere la secuencia de aminoacidos primaria
de un polipéptido o porque la modificacién en la secuencia de aminoacidos
codificada ocurra en una region no importante del polipéptido. Por tanto, muchas
proteinas existen normalmente en una o mas formas relativamente comunes,
distintas desde el punto de vista genético y, diferentes en cuanto a su estructura.
Dicha situacién se conoce como polimorfismo?°'.

El polimorfismo genético se define como la presencia de multiples alelos en
un locus, en el que al menos dos alelos aparecen con frecuencias mayores al 1%. La
existencia de diferentes versiones del mismo material genético en personas distintas
constituye algo mas que una curiosidad interesante solo para el genetista humano. El
valor principal de los polimorfismos radica en su uso como «marcadores» genéticos
que sirven para distinguir las diferentes formas hereditarias de un gen en estudios
familiares. Los marcadores genéticos poseen una enorme utilidad practica en la
genética médica entre la que destaca el estudio del riesgo de predisposicion a

enfermedades, formas de presentacion y prondstico de las mismas.

2.2.2. ADN mitocondrial

2.2.2.1. La mitocondria

La mitocondria es un organulo celular pleomorfico, localizado en el
citoplasma de las células eucariotas. Esta compuesta por dos membranas (una

exterior lisa y otra interna crestada, que delimitan el organulo en dos
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compartimentos), el espacio intermembrana y, la matriz mitocondrial. Ambas
membranas difieren tanto en su composicion como en su funcion.

La membrana externa es rica en colesterol y muy permeable, contiene
porinas que permiten el paso de moléculas pequefas (> 5000 Daltons) desde el

citoplasma hacia el interior del espacio intermembrana (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de la membrana mitocondrial y las reacciones
metabodlica que se llevan a cabo en la misma. (Extraido de

www.fisicanet.com)

La membrana interna presenta multiples proyecciones denominadas crestas
mitocondriales las cuales incrementan notablemente su superficie. En su cara interna
se localizan los corpusculos elementales, complejos proteicos en forma de palillo de
tambor con actividad ATP sintetasa. También se ubican en ella las proteinas de la
cadena respiratoria, compuesta por tres complejos, el complejo de la NADH
deshidrogenasa, el complejo citocromo b-c1, y el complejo de la citocromo oxidasa.
En su conjunto forman una cadena de transporte de electrones encargada de actuar
como una bomba de protones que lleva H* desde la matriz hacia el espacio
intermembrana, creando un gradiente electroquimico que proporciona la energia
necesaria para la accion de la ATP sintetasa durante el proceso de sintesis del ATP y

reduciendo el O, en agua (Figura 12).
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Figura 13. Esquema de las principales rutas metabdlicas llevadas a

cabo en la mitocondrial (adaptado de Mishmar y cols. 2003)

La matriz mitocondrial esta compuesta por una sustancia granular y
electrodensa rica en proteinas, muchas de las cuales estan encargadas de la
degradacion de los acidos grasos y del piruvato a acetil CoA, y de la oxidacion de este
ultimo en el ciclo del acido tricarboxilico o ciclo de Krebs. La mitocondria no solo es
la responsable de la obtencién de ATP mediante el proceso de la fosforilacion
oxidativa gracias al cual la célula obtiene energia, sino que esta a su vez involucrada
en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), y en la regulacion del
proceso apoptotico. También se localizan en la matriz los ribosomas mitocondriales,
el ARNt, el ARNm, y las enzimas necesarias para la expresion del ADN mitocondrial
(ADNmt).

La funcion y el nimero de mitocondrias oscilan en funcion de las necesidades
celulares, de ese modo células musculares y neuronales, con una tasa de respiracion
elevada presentan mitocondrias extremadamente ricas en crestas y muy
electrodensas, y al contrario, células hepaticas con una tasa de respiracion inferior

presentan menor nimero de mitocondrias y a su vez éstas son menos electrodensas.

2.2.2.2. Arquitectura del ADN mitocondrial

Las mitocondrias se encuentran en todas las células nucleadas y representan la

Unica organela que contiene ADN (exceptuando los cloroplastos en las plantas). La
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funcion de la mitocondria se regula en el nicleo y en la propia mitocondria. Las
mitocondrias son las fuentes energéticas mas importantes de las células; su funcion
principal es la fosforilacion oxidativa y la produccién de 5’-adenosin-trifosfato (ATP)
la cual constituye la moneda energética para poder llevar a cabo las reacciones
metabolicas del organismo.

El genoma mitocondrial esta compuesto por aproximadamente 16.569 pares de
bases (pb) y codifica para 37 genes densamente empaquetados: 13 genes que
codifican para proteinas estructurales esenciales de la cadena respiratoria (sub-
unidades I, Ill, IV, y V de los complejos del sistema de fosforilacion oxidativa), dos
que codifican para proteinas del ARNs, (16S y 12S), y 22 para proteinas del ARNs,
necesarios para la maquinaria de traduccion del ADN.(Anderson et al. 1981). El resto
de las proteinas mitocondriales que forman parte de los complejos de la cadena
respiratoria, asi como todas las proteinas que son necesarias para el mantenimiento
del genoma mitocondrial y de la mitocondria, son codificados en el nicleo,
sintetizados en los ribosomas citoplasmaticos, y transportados dentro de los
organulos mitocondriales. Los genes mitocondriales se organizan de manera continua
sin apenas espacios inter-génicos, con la Unica excepcion de un segmento pequefio
conocido como displacement loop (D-loop), que contiene los elementos reguladores
del control de la replicacién y de la transcripcion del ADN..

En el ADN mitocondrial se han descrito diversos cambios en la secuencia del
genoma, ocasionando diversos polimorfismos de un Unico nucleodtido. Uno de los
haplotipos, el mas frecuente en la poblacion europea (H) se ha asociado a diferentes
enfermedades y se postula que se asocia a un aumento de la actividad de la cadena

respiratoria®®.
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Figura 14. Arquitectura del ADN mitocondrial.

El ADNmt se transmite de madres a hijos (herencia uniparental; matrilineal) a
diferencia del genoma nuclear autosomico (herencia biparental). Se estima que hay
entre cinco y diez copias de genoma mitocondrial por mitocondria y varios cientos o
miles de mitocondrias por célula. En ocasiones, existe mas de una variante
mitocondrial (distintas poblaciones de ADN,,) dentro de una célula (o tejido); este
estado se conoce como heteroplasmia®®. La mezcla de diferentes tipos
mitocondriales se puede heredar (en porcentajes variables de mitocondrias ‘salvajes’
y mutantes) o puede surgir durante la vida de un individuo como consecuencia de la
mutacion somatica. Esto es debido a que las mitocondrias y el ADN.; estan en
constante renovacion dentro de las células, y la particion de las mitocondrias en
células hijas es puramente un proceso estocastico, por tanto, los niveles de
heteroplasmia pueden cambiar dramaticamente dentro de un individuo y dentro de
un tejido en el curso de la division celular. En individuos con heteroplasmia y
enfermedad mitocondrial, los niveles de moléculas de ADNmt mutadas son a menudo
diferentes en sangre y en células musculares®®. El nivel de heteroplasmia para la
variante causal determina generalmente la gravedad de la patologia. Algunos

autores han propuesto que los niveles de heteroplasmia incrementan con la edad®®.
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2.2.2.3.

Caracteristicas especificas de la genética mitocondrial

Las caracteristicas que diferencian claramente el ADNmt del ADNn son:

A.
B.
C.

D.

El tipo de herencia del sistema genético mitocondrial (uniparental).

Su localizacion en una organela citoplasmatica.

La disposicion continua de los genes sin nucleodtidos intermedios ni
intrones.

La heteroplasmia (alto nimero de copias en cada célula).

Cada célula contiene entre 1000 y 10000 copias de ADN, dependiendo del

tejido, pasando por unos cuantos cientos en los espermatozoides y hasta unos
100.000 en el oocito.

A continuacion se describen algunas de sus caracteristicas mas importantes:

70

a)

Herencia materna. El ANDmt se hereda por via materna con un patréon
vertical no mendeliano. La madre transmite su genoma mitocondrial a
todos sus hijos, pero solamente las hijas lo pasaran a todos los miembros
de la siguiente generacion y asi sucesivamente. De ello se desprende el
elevado nimero de moléculas de ADN,. que existe en los 6vulos (entre
100000 y 200000 copias)®.

Segregacion mitotica. El fenotipo de una linea celular puede variar
durante la division celular debido a que las mitocondrias se ditribuyen al
azar entre las células hijas, por lo que, en una célula coexisten dos
poblaciones de ADN.:, una normal y otra mutada (heteroplasmia), a lo
largo de las divisiones se podran originar tres genotipos diferentes:
homoplasmico para el ADN,,; normal, homoplasmico para el ADN,,; mutado
y heteroplasmico. Por tanto, el fenotipo de una célula con heteroplasmia
dependera del porcentaje de ADN mutado que contenga. Si el niUmero de
moléculas de ADNmt danado es relativamente bajo se produce una
complementacion con las moléculas de ADN normal y no se manifestara el
defecto genético. Cuando el DNA mutado subrepasa un umbral
determinado se manifestara un fenotipo patogénico (efecto umbral), es
decir, si la podruccion de ATP llega a estar por debajo de los minimos
necesarios para el funcionamiento de los tejidos, debido a la produccién
defectuosa de proteinas codificadas en el ADNmt, se produce la aparicion
de la enfermedad. El nimero de moléculas de ADNmt es diferente en cada
organo y tejido segun la cantidad de energia requerida para su

funcionanmiento. Por ello, los tejidos que preferentemente se afectan son
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c)

la vision, el sistema nervioso central, el masculo esquelético, el corazon,
los islotes pancreaticos, el rifidn y el higado®®.

Alta tasa de mutacion. El ADNmt presenta una tasa de mutacion
espontanea de hasta 10 veces superior a la del ADN nuclear. Este
fenémeno puede estar causado porque en la mitocondria se producen
continuamente radicales de oxigeno, como consecuencia de la oxidacion
final de los compuestos carbonados, que pueden dafar a un ADN que no
esta protegido por proteinas. Debido a este hecho, la variacion de
secuencias entre individuos de una misma especie es muy grande, hasta
unos 70 nucledtidos, y en un mismo individuo se estara generando a lo
largo de la vida una pequena heterogeneidad en el ADNmt. De este modo,
se ha llegado a proponer que la disminucion en la capacidad respiratoria
de los tejidos, que tiene lugar en el envejecimiento, pueda ser debida a
una acumulacion de este dafio mitocondrial. Esta teoria tiene su primera
evidencia en un trabajo del grupo de Attardi, que documenta que las
mitocondrias se deterioran con la edad como consecuencia de la
acumulacion de mutaciones®. Las variaciones de secuencia existentes
entre diferentes individuos han resultado también muy Utiles para estudios
antropoldgicos, etnologicos y forenses y es la base de la hipotesis de que
el hombre desciende de una mujer que vivié en Africa hace unos 250000
afios (“Eva mitocondrial”)?®.

d) Tasa de mutacion del genoma mitocondrial. Existe una marcada
heterogeneidad mutacional en la molécula de ADNmt. En promedio, la
tasa de mutacion es aproximadamente 10 veces superior al promedio de la
tasa del DNA nuclear (ADNn). En la region control esta tasa puede ser de
100 a 200 veces mas alta que el promedio del ADNn.Las mutaciones
pueden generarse durante el proceso de fosforilacion oxidativa, y
probablemente implique especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas
en la cadena respiratoria mitocondrial. Se cree que el aumento de ROS en
la matriz mitocondrial favorece la mutabilidad del genoma mitocondrial
que, por otra parte, no presenta la proteccion proteica que caracteriza al
genoma nuclear (histonas) y por lo tanto es mas susceptible a la
mutacion?®. Los mecanismos de reparacion de ADNmt son escasos o nulos,
a diferencia del las actividades correctoras que caracterizan a las
polimerasas nucleares; esto obviamente contribuye a la acumulacion

creciente de mutaciones en el genoma mitocondrial ante la presencia de
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determinados agentes quimicos con efectos mutagénicos tales como las
ROS. El D-loop adapta una arquitectura en triple cadena, generada por la
sintesis de un fragmento corto a partir de la cadena pesada del genoma
mitocondrial. Esta molécula es particularmente sensible al dafo oxidativo
debido a su estructura en cadena sencilla. El ADN mitocondrial codifica
algunas de las proteinas que componen la cadena respiratoria. Dicha
cadena contiene cinco complejos multiméricos y debe su trascendencia a
que es el mecanismo para la produccion de energia mediante la sintesis de
adenin trifosfato (ATP). En el ADN mitocondrial se han descrito diversos
cambios en la secuencia del genoma, caracterizandose diversos
polimorfismos de un Unico nucledtido. Uno de los haplotipos, el H que es
el mas frecuente en la poblacion europea, se ha asociado a diversas
enfermedades, y ademas, se postula que se asocia a un incremento de la
actividad de la cadena respiratoria lo cual podria tener una importante
repercusion en tejidos como el sistema nervioso central, el muisculo

esquelético o el corazon.

2.2.2.4. ADN mitocondrial y enfermedad

Hasta hace no muchos afios la genética mitocondrial y la enfermedad debida a
defectos en el genoma mitocondrial eran vistos como una mera curiosidad,
manteniéndose fuera de las corrientes principales de investigacion en genética
humana. Las caracteristicas tan peculiares de la mitocondria y en particular de su
genoma facilitaron que esta vision se mantuviera durante muchos afos. Los
sindromes clinicos causados por mutaciones en el ADNmt poseen fenotipos muy
variables y a menudo fueron y son descritos a través de eponimos y acrénimos faciles
de olvidar.

Esta vision tan limitada de la patologia relacionada con la mitocondria
contrastaba con el uso tan intenso que se le estaba dando a este mismo genoma en
otras areas de la investigacion genética, tales como la genética evolutiva y
poblacional (donde fue y sigue siendo un marcador de referencia), o la genética
forense (para establecer relaciones de parentesco matrilineal, identificacion de
linaje, estudio de muestras degradas, DNA antiguo, etc.).

Hoy se sabe que el genoma mitocondrial es una causa de enfermedad en
poblaciones humanas, y no solo la enfermedad estrictamente mitocondrial. Las
enfermedades originadas por dafos en el genoma mitocondrial tienen en comin el
estar producidas por una deficiencia en la biosintesis de ATP, ya que toda la

informacion que contiene este ADN esta dirigida a la sintesis de proteinas
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componentes del sistema OXphos. Las mutaciones que alteran los genes
mitocondriales conducen a enfermedades que afectan tejidos que no presentan
division celular, tales como el sistema nervioso central, el mUsculo esquelético, y el
miocardio?®*'°,

En cuanto a la prevalencia de las patologias mitocondriales, se estima que al
menos uno de cada 8.000 individuos son portadores de una mutacion patogénica
mitocondrial’®®. La mutaciéon A3243G (asociada a MELAS), por ejemplo, tiene una
prevalencia de 1 en 6.000 habitantes en Finlandia. En Inglaterra se estima que cerca
de 1 de cada 3.500 habitantes tiene una enfermedad mitocondrial o estan en riesgo
de tenerla. Estas tasas no tienen en cuenta las evidencias que sugieren la asociacion
de determinadas mutaciones mitocondriales con un amplio espectro de
enfermedades complejas tales como la hipertension, diabetes, etc. También se han

sugerido la asociacién entre el ADNmt y enfermedades degenerativas®®?'"; y

neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer)*'?, la edad y el envejecimiento?®2'3,
Por ultimo, en estos Ultimos anos, el papel potencial del genoma mitocondrial esta
siendo un tema de investigacién de intenso debate en oncogenética?®*'4%'5,

Actualmente no existen medios adecuados para evaluar el significado
patolégico de una mutacion mitocondrial. Generalmente la patogenicidad de una
mutacion se evalla de forma empirica, esto es, estudiando la relacién causa-efecto,
entre el cambio mutacional especifico y el fenotipo clinico derivado de la afeccion
mitocondrial. También de los estudios funcionales, y el estudio de la variabilidad
natural en las poblaciones (polimorfismos) se puede derivar informacién sobre la
patogenicidad de la mutacion. Es muy complicado generalmente juzgar cuando una
mutacién no es mas que un polimorfismo neutral?'®*'®, Ademas, las interacciones de
la mitocondria y/o el ADNmt con el ADN nuclear complican significativamente las
interpretaciones?”.

Desde que en 1988 se describieran las primeras enfermedades causadas por
dafios en el ADNmt, se han encontrado mas de 150 mutaciones asociadas a
enfermedades humanas. El interés por su estudio ha crecido enormemente debido al
gran aumento de pacientes diagnosticados con estos trastornos que se presentan
desde el recién nacido hasta el adulto. Ademas, muchas enfermedades se transmiten
por linea materna, como se ha indicado anteriormente, lo que hace que el
diagnostico en un individuo pueda tener implicaciones en muchas generaciones de
una familia. Del mismo modo cobra importancia en la esfera del diagnostico

prenatal.
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A pesar de la importancia que tienen las enfermedades mitocondriales hasta
ahora no se han realizado estudios exhaustivos sobre su prevalencia en la poblacion
general. Las razones son mdultiples: complejidad de las manifestaciones clinicas,
necesidad de biopsias musculares para su diagnostico (no siempre se pueden detectar
las mutaciones en muestras de sangre), necesidad de secuenciar todo el genoma
mitocondrial para poder localizar mutaciones no detectadas hasta ahora, problemas
éticos para realizar analisis genéticos presintomaticos en nifios, diagnostico erroneo
de muchos pacientes al no ser atendidos en centros especializados,... No obstante, el
grupo del doctor Turnbull (Reino Unido) ha publicado recientemente los primeros
datos epidemioldgicos de las enfermedades del ADNmt, centrados en la poblacion
blanca de Europa del Norte residente en el noreste de Inglaterra. Asi ha mostrado
que los defectos en el ADNmt son la causa de enfermedad en 6,57 de cada 100000
individuos de la poblacién adulta trabajadora y que 7,59 por cada 100000 adultos y
nifos no afectados corren el riesgo de desarrollar una de stas enfermedades. En
total, 12,48 por 100 000 individuos (1 de cada 8000) tienen o presentan un riesgo de

padecer una enfermedad causada por dafios en el ADNmt?®,

2.2.2.5. Mitocondria y sepsis

La evolucion del ADN humano se ha visto influenciada por las enfermedades
infecciosas que han ido padeciendo los hombres a la largo de la historia. Si bien la
mayoria de los estudios han sido dirigidos al analisis de la respuesta inmune del
huésped, la recuperacion tras la sepsis esta directamente relacionada con la reserva
fisiologica del huésped que depende de manera critica de la funcion mitocondrial.

Existen evidencias recientes que surgieren que ciertos haplogrupos del ADNmt
tienen una importancia funcional que aumentan la susceptibilidad de padecer cierto
tipo de enfermedades. Ademas, en Europa, el haplogrupo H se ha asociado a un
aumento de la actividad de la cadena respiratoria lo cual podria jugar un papel en la
fisiopatologia de algunas enfermedades.

En la infeccion meningococica se desencadena una respuesta inflamatoria que
si bien en la mayor parte de los casos es autolimitada, en otros, se produce una
cascada de reacciones en cadena que inducen la liberacion de citoquinas las cuales a
su vez, activan células inflamatorias de otras localizaciones. Dicha respuesta
inflamatoria, intensa y generalizada conlleva, en ocasiones, al fallo multiorganico y
al desenlace fatal. Se postula que en el desarrollo de dicho fallo durante la sepsis
severa esta involucrado un déficit del oxigeno celular. Diversos estudios sugieren que
una disfuncion mitocondrial seria responsable de una “disoxia” tisular, es decir, una

incorrecta respiracion celular a pesar de un adecuado envio de oxigeno a los tejidos,
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y del fallo organico en la sepsis?®?*

. Aunque indudablemente tiene lugar una
redistribucion del flujo microvascular, se ha observado un incremento en la tension
de oxigeno en los organos de aquellos pacientes que sufren una sepsis. Este hallazgo
sugiere que el principal defecto tendria lugar en el uso del oxigeno celular, en lugar
de presentarse en el transporte de éste.

Estudios epidemioldgicos sugieren que una muerte prematura como resultado
de un cuadro infeccioso tiene un fuerte componente genético, y la propia variacion
natural en el ADN mitocondrial aportaria una explicacion potencial. Mas del 98% del
oxigeno celular enviado a los tejidos es utilizado por la cadena respiratoria
mitocondrial para producir ATP, la principal fuente de energia intracelular.

La cadena de transporte de electrones esta compuesta por cuatro complejos
enzimaticos (I-IV) (Ver figuras 12 y 13). Estos complejos pueden ser inhibidos por
especies reactivas de oxigeno y especies nitrogenadas como el oxido nitrico. Las
especies reactivas se producen en exceso durante la sepsis, a la vez que pueden ser
generadas por la propia mitocondria 2. La inhibicion del complejo | por parte del
oxido nitrico esta facilitado por la reduccion del antioxidante glutation reducido. Se
ha demostrado que este antioxidante intracelular se encuentra reducido en estados
de sepsis 24, Brealey y cols. ?* observaron que en los pacientes con shock séptico
existe una asociacion entre la superproduccién de acido nitrico, la reducciéon de
antioxidante, la disfuncion mitocondrial y la disminucion de la concentracion de ATP,
lo que le llevd a concluir que el fallo bioenergético constituye un importante
mecanismo fisiopatolégico en la disfuncion multiorganica. La cadena respiratoria
mitocondrial consume mas del 98% del oxigeno entregado a las células para producir
ATP, la principal fuente energética celular. Recientes investigaciones sugieren que la
disfuncion mitocondrial es la responsable de la “disoxia” celular y el fallo
multiorganico en la sepsis. De acuerdo con esto, una alteracion en al funcion
mitocondrial en pacientes con sepsis esta asociada con un peor prondstico. No
obstante, por qué este fendmeno se produce mas en unos individuos que en otros se

desconoce en la actualidad'®.

2.2.2.6. ADN mitocondrial y sepsis

Un grupo de Reino Unido, ha publicado recientemente el resultado de la
evaluacion de la posible asociacion del haplotipo H con la mortalidad en 150
pacientes que ingresaron en UCI con sepsis grave. Se genotiparon 542 controles sanos
de la misma edad. Los autores observaron que la frecuencia de presentacion del
haplotipo H no diferia entre los pacientes con sepsis y la poblacion control, por lo

que poseer dicho haplotipo no parece ser un factor predisponerte para el desarrollo
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de sepsis grave y el haplotipo H es un factor independiente de mortalidad tardia (a
los 180 dias)®.

En la década de los 90 se publicaron los primeros estudios que identificaron
dos polimorfismos del gen del factor de necrosis tumoral, el cual se encuentra en el
brazo corto del cromosoma 6, asociandolo a una mayor mortalidad en pacientes con
sepsis grave o shock séptico.

La determinacion de un Unico polimorfismo puede producir resultados
discordantes por lo que algunos investigadores han realizado la determinacion de
haplotipos (conjunto de alelos polimorficos que ocurren en un cromosoma) de un
determinado gen, analizando su asociacion con el prondstico. Asi se ha demostrado
en 228 pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica que el haplotipo
174/G1753C/2954G de la IL-6 de asocia a una menor mortalidad que los restantes
haplotipos de estos tres polimorfismos de un Unico nucleétido. De igual modo, se ha
demostrado que el haplotipo -592C/734G/3367G del gen de la IL-10 se asocia a una
mayor mortalidad en pacientes con sepsis, solo cuando el origen es pulmonar, pero
no en otros focos de infeccién??.

2 en la

Recientemente, en un trabajo llevado a cabo por Yang y cols
poblacion de Han, se encontro que el haplogrupo R es un predictor independiente de
prondstico de la sepsis severa observando supervivencias mas largas en comparacion

con los individuos sin este haplogrupo.

2.2.3. Estudios de asociacion y enfermedad multifactorial

En las ultimas décadas la genética y los estudios de asociacion han contribuido
significativamente al avance del conocimiento de la fisiopatologia de multiples
enfermedades, y de forma particular, también dentro del campo de la pediatria. Esto
ha supuesto una revolucion en las estrategias de investigacion, un desafio en el
desarrollo de nuevas terapias, pero también exige una adaptacion y actualizacion por
parte del pediatra que quiere conocer los pros y contras de estas nuevas
metodologias e integrarlas en su trabajo cotidiano o de investigacién. En este
articulo se revisan y discuten las bases conceptuales necesarias para la utilizacion e
interpretacion de estas nuevas herramientas aplicadas a la pediatria.

El término de enfermedad compleja se aplica a aquellas patologias de causa
multifactorial, es decir, aquellas en cuyo origen interaccionan factores ambientales y
factores genéticos. Algunos ejemplos de este tipo de enfermedades complejas,

muchas de ellas de gran importancia en la infancia, son: diabetes, algunos tipos de
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cancer, enfermedades infecciosas (enfermedad neumocodcica, enfermedad
meningococica), enfermedad de Crohn, enfermedad celiaca, obesidad, trastorno por
déficit de atencion e hiperactividad, etc. El conocimiento de los genes implicados en
el desarrollo de estas enfermedades nos permite predecir el riesgo, susceptibilidad,

prondstico o resistencia a desarrollarlas.

2.2.3.1. Estudios de casos y controles

Los estudios de asociacion genética intentan responder a la pregunta: ;qué
papel juega el componente genético de los individuos en el desarrollo, forma de
presentacion y prondstico de las enfermedades?

Los estudios de asociacion de casos-controles son conceptualmente sencillos: las
variantes genéticas de riesgo tenderan a presentarse con mayor frecuencia en una
muestra de casos (individuos afectos) que en una muestra de controles (individuos
sanos). Lo contrario ocurriria para una variante genética protectora. Existen varios
pasos que se deben seguir a la hora de diseiar un estudio de asociacion caso-control:
a) Recogida de un numero suficiente de casos y controles que permita detectar
la presunta asociacion de la variante genética que estamos analizando con la
enfermedad;
b) Seleccion de las variantes genéticas (SNPs) que van a ser analizadas;
c) Genotipado de los SNPs;
d) Analisis estadistico de los resultados con el fin de valorar si las variantes
genéticas estudiadas estan o no relacionadas con la enfermedad o algun

aspecto de su evolucion.

2.2.3.2. Seleccion de SNPs

Existen varias maneras de abordar el estudio genético de una enfermedad. En
el caso mas sencillo, el investigador, usando sus casos y controles, puede desear
replicar una asociacion previamente descrita en la literatura de un SNP concreto.
Esto sucede a menudo en los estudios de asociacion ya que existen muchos factores
(algunos de ellos mencionados previamente) que generan falsos positivos de
asociacion.

El investigador podria plantearse la hipotesis de que algin grupo de genes
podria estar relacionado con una determinada patologia (genes candidatos). Para
estudiar la presunta asociacién de estos genes con la enfermedad, se deberan
seleccionar las variantes genéticas (SNPs) dentro de estos genes para posteriormente
ser genotipadas en su muestra de casos y controles. Ademas de HapMap, existen

otras muchas fuentes de informacion (bases de datos publicas accesibles por
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cualquier investigador en internet), asi como, herramientas bioinformaticas para
seleccionar los SNPs de interés.

Por otro lado, un proyecto de asociacion minimamente ambicioso requiere un
gran esfuerzo de genotipado. Por ejemplo, genotipar tan s6lo 100 SNPs en 400 casos
y 400 controles, son en total 80.000 genotipos. Afortunadamente, hoy en dia existen
métodos y ‘plataformas’ de genotipado que permiten obtener miles de genotipos en
pocos dias a un precio razonable que lo hace cada vez mas accesible a un mayor
numero de investigadores y laboratorios. Dependiendo del niumero total de genotipos

y muestras a genotipar uno puede determinar cual es la plataforma mas adecuada.

2.2.3.3. Genome-wide association studies (GWAS)

En el estudio genético de la enfermedad compleja, existe otra alternativa
cada vez mas demandada en la comunidad cientifica. Se trata del ‘barrido
genomico’, técnica hoy en dia mas conocida como genome-wide association studies
(GWAS). En este tipo de estudio no existe una hipotesis preconcebida (como es el
caso del ‘gen candidato’), sino que se trata de estudiar muchos miles de SNPs
distribuidos a lo largo de todo el genoma en blsqueda de algun gen que pudiera estar
asociado con la patologia. Actualmente, existe un gran nimero de compahias que
comercializan este tipo de analisis de genotipado lo cual facilita la labor del
investigador. La gran desventaja de estos estudios es su alto coste; ademas, el
analisis de los datos de un GWAS presenta importantes retos desde el punto de vista

estadistico y de interpretacion de resultados.
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“La verdadera grandeza de la ciencia acaba valorandose por
su utilidad”.

(Gregorio Marafnon)
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En el siglo XXI, y a pesar de los avances en la prevencion, el
diagnéstico y el tratamiento de la enfermedad meningococica, su
morbimortalidad continGa siendo extremadamente elevada, con cifras de
mortalidad que alcanzan el 40%. De los que sobreviven a la pUrpura
fulminante entre un 20 y un 60% pueden tener algin tipo de secuelas.

La importante prevalencia y gravedad de la enfermedad, asi como el
desconocimiento parcial de su fisiopatologia, justifican el interés que tiene
llevar a cabo un estudio que permita analizar las variables clinicas y
epidemiologicas y, por otro lado, evaluar la existencia de asociaciones entre
determinados genes y la susceptibilidad, la severidad del curso clinico o el
pronostico global de la enfermedad meningocécica, ya que ademas los
resultados obtenidos podrian condicionar y guiar los futuros avances en la

prevencion y el tratamiento de esta entidad.
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4. HIPOTESIS

“Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas.”

(Santiago Ramon y Cajal)
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La expresion clinica de la enfermedad meningocdcica es amplia e
incluye desde la bacteriemia y la meningitis hasta la purpura fulminante,
pasando por el shock séptico y el fracaso multiorganico refractarios. En otras
ocasiones menos frecuentes puede producir artritis, pericarditis, conjuntivitis
y otitis. Las razones que explican que un paciente sea o no portador
asintomatico de Neisseria Meningitidis y, desarrolle una u otra forma clinica
de la enfermedad meningocécica, pueden ser multiples, pero creemos que la
variacion en la carga genética de cada individuo podria ser uno de los factores
determinantes principales.

Los polimorfismos genéticos son variantes genéticas que ocurren con
frecuencia en la poblacion general; siguen patrones de herencia compleija, vy,
aunque habitualmente solo tienen una influencia menor en la funcién o la
regulacion de las proteinas que determinan, podrian tener consecuencias
importantes en la susceptibilidad y severidad de la enfermedad
meningococica. Consideramos que la dotacion genética del individuo
constituye un condicionante fundamental en la suspeceptibilidad, la
expresividad clinica y el prondstico global de la enfermedad meningococica
existiendo tanto, patrones genéticos predisponentes o de alto riesgo para el
desarrollo de la enfermedad o de formas severas de la misma, como incluso
factores genéticos protectores. El ADN mitocondrial y ciertos polimorfismos se
han relacionado ya con la sepsis y el shock séptico, por lo que creemos que la

enfermedad meningococica podria tener también ahi un sustrato genético.
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“El cientifico que no sabe lo que busca no comprendera lo que

encuentra”.

(Claude Bernard)






Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso 5. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es determinar si existe algun tipo
de condicionamiento clinico, epidemiolégico y/o genético en la
susceptibilidad a la enfermedad meningocdcica, que ademas nos ayude a
entender el diferente comportamiento y el prondstico de la enfermedad en
términos de morbilidad y mortalidad en los diferentes individuos.

Concretamente, se confrontaran las variables clinico-epidemioldgicas
con los resultados del analisis del ADN mitocondrial de los individuos afectos
de enfermedad meningococica con el fin de buscar la presencia de asociacion
clinico-genética en:

1. La severidad del curso clinico de la enfermedad.
2. El tipo de cuadro clinico que desarrolla (meningitis, meningococemia o
ambas).
3. La aparicion de fracaso muliorganico.
4. El desarrollo de secuelas.
5. La duracion del ingreso hospitalario.
6. La mortalidad de la enfermedad.
Secundariamente se analizaran de manera especifica las siguientes variables
clinicas:
1. El tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y la aparicion de
lesiones cutaneas.
2. La instauracion de purpura / coagulopatia (tiempo, tipo, predominio
de fibrinolisis o trombosis).
Las caracteristicas analiticas de los individuos afectos.
La respuesta al tratamiento antibidtico y terapias adjuvantes.

La necesidad de soporte hemodinamico.

o v rw

La necesidad de soporte respiratorio.
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6. MATERIAL Y METODOS

“Un camino de mil millas comienza con un paso”.

(Benjamin Franklin)
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6.1. MATERIAL Y METODOS CLIiNICOS

6.1.1. Disefo del estudio

Se llevo a cabo un estudio multicéntrico, prospectivo de casos y controles
realizado a través de la red de trabajo para el Estudio sobre la Influencia Genética
en la Enfermedad Meningocécica (ESIGEM - www.esigem.org). Este grupo de
trabajo fue disenado especificamente para el desarrollo del proyecto ya que la
viabilidad del mismo estd condicionada por la capacidad de reclutamiento de
pacientes y la necesidad de un elevado numero de sujetos para ejecutar
adecuadamente un estudio de asociacion genética. Por otro lado, sélo con una red
amplia que incluya las unidades de cuidados intensivos pediatricos, se lograra la
captacion de los pacientes mas graves, y especificamente aquellos que desarrollan
formas fulminantes. Por este motivo, la red esta sustentada fundamentalmente
por unidades de cuidados intensivos pediatricos, bajo el auspicio de la Sociedad
Espafiola de Cuidados Intensivos Pediatricos (ver anexo).

La red ESIGEM esta formada por 42 centros y mas de 60 investigadores
colaboradores, y abarca todo el territorio nacional. Esta constituida por las
principales unidades de cuidados intensivos pediatricos de la peninsula. En todos
los centros se establecieron los protocolos adecuados de actuacion, desde los
consentimientos éticos locales, hasta los métodos de recogida y manipulacion de
muestras, protocolo de recogida de datos, protocolo de envio de muestras al
centro coordinador y ejecutor del proyecto (Hospital Clinico Universitario de
Santiago de Compostela). Ver anexos.

Se incluyeron todos aquellos pacientes ingresados en los distintos centros
colaboradores de la red ESIGEM (ver tabla 6) por un cuadro de enfermedad

meningococica desde enero 2006 a mayo de 2008.
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Red de trabajo para el estudio sobre la influencia genética en la enfermedad
meningocdcica (grupo de trabajo ESIGEM). Los centros estan ordenados en

funcion del cédigo asignado para cada hospital

1

Hospital Clinico Universitario (Santiago)

Dr. Jose Maria Martinén Sanchez
Dra. Natalia Garcia Sanchez
Dra. Nazareth Martinén Torres

Dra. Fernanda Pardo Sdnchez

02 Hospital Universitario de Salamanca Dr. Jose Manuel Sdnchez Granados
Dra. Olga Serrano Ayestardn

03 Hospital da Costa de Burela (Lugo) Dr. Manvel Silveira Cancela

04 Complejo Hospitalario Cristal-Pinor (Ourense) Dr.Jose Luis Garcia Rodriguez
Dra. Susana Maria Rey Garcia

05 Hospital Parc Pauli de Sabadell Dr. Valenti Pineda Solas
Dra. Teresa Gili Bagata

06 Hospital Donosita de San Sebastidn Dra. Cristina Calvo Monge
Dra. Eider Onate Vergara

07 Hospital Ramdn y Cajal de Madrid Dr. Cesar Pérez-Caballero Macarrén

08 Hospital Virgen de la Salud de Toledo Dr. Jose Antonio Alonso Martin
Dr. David Arjona Villanueba

09 Hospital Virgen de las Nieves de Granada Dra. Pilar Azcén Gonzdlez de Aguilar

10 Hospital Joan XXIll de Tarragona Dr. Xavier All0e Martinez

11 Hospital Universitario Central de Asturias Dr. Andrés Concha Torre

12 Hospital General Universitario de Alicante Dr.Roberto Reig Saenz

13 Hospital Torrecdrdenas de Almeria Dr. Francisco Giménez Sanchez
Dr. Miguel Sanchez Forte

14 Complejo Hospitalario Universitario de Vigo Dr. Alfredo Repdraz Romero
Dr. Manvuel Ortiz Pallares

15 Complejo Hospitalario de Jaén Dr. JesUs de la Cruz Moreno
Dra. M. Carmen Martinez Padilla
Dra Carmen Santiago Gutierrez

16 Hospital Infantil “La Fe” de Valencia Dr. Vicente Modesto i Alapont
Dr. Rafael Gémez Zafra

17 Hospital Marqués de Valdecilla de Santander Dr. Alvaro Castellanos Ortega
Dr. Marcelino Pumarada

18 Hospital Juan Canalejo de La Coruna Dra. Sonia Marcos Alonso
Dra. Angela Ferrer Barba
Dra. Ana Hurtado Doce

19 Hospital Gregorio-Maranon de Madrid Dra. Amaya Bustinza Arriortua

Dr. Francisco Gomez-Campderd

Dra. Maria Luisa Navarro Gémez
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20
21
22

23

24
25
26
27
28
29
30

31
32

33

34
35
36
37
38
39
40

41
42

Hospital San Juan de Dios (Barcelona)
Hospital Vall d'Hebron (Barcelona)

Hospital Carlos Haya (Malaga)

Hospital de Cruces (Vizcaya)

Hospital Xeral-Calde (Lugo)

Hospital Reina Sofia (Cérdoba)

Hospital "“Virgen del Rocio” (Sevilla)
Hospital Universitario de Albacete
Hospital Clinico Universitario de Valencia
Hospital Puerta del Mar (Cadiz)

Hospital Virgen del Camino (Navarra)

Hospital Infantil “La Paz"” (Madrid)

Hospital Virgen de La Arrixaxa (Murcia)

Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid)

Hospital Rey Don Jaime (Castellén)
Hospital San Cecilio (Granada)
Hospital de Monforte (Lugo)
Hospital Josep Trueta (Girona)
Hospital Virxen da Xunqueira (Cee)
Hospital 9 de Octubre (Valencia)

Hospital de Sant Pau (Barcelona)

Hospital Son Dureta (Palma de Mallorca)

Hospital Arquitecto Marcide (Ferrol)

Dra. Elizabeth Esteban Torné
Dra. Sonia Canadas Palazén

Dr. Jose Manuel Gonzalez

Dr. David Moreno

Dr. Julio Lé6pez Bayén

Dra. Elvira Morteruel Arizkuren
Dra. Soledad Martinez Regueira
Dr. Juan Luis Pérez Navero

Dra. Maria Teresa Alonso Salas
Dra. Maria del Mar Ballesteros Garcia
Dr. Juan Ignacio Muihoz Bonet
Dr. Servando Pantoja Rosso

Dr. Enrique Bernaola lturbe

Dra. Concepcién Goni Orayen
Dr. Francisco Alvarado Ortega
Dra. Susana Reyes Dominguez
Dra. Maria Cruz Ledn Leén

Dr. Juan Igndcio Sanchez Diaz
Dra. Silvia Belda Hofheinz

Dra. Natalia Molini Menchén
Dra. Esther Ocete Hita

Dr. Santiago Ferndndez Cebridn
Dr. Mario Sdnchez Ferndndez
Dra. Isabel Quintela Fernandez
Dr. Rafael Lépez Peha

Dr. Eduardo Carreras Gonzalez
Dra. Sonia Brio Sanagustin

Dr. Jose Joaquin Dueiias Morales
Dr. Jose Luaces Gonzalez

Dr. Ramon Ferndndez Prieto

Tabla 6. Centros colaboradores del

proyecto que conforman

la red

multicéntrica para el estudio de la enfermedad meningocoécica en la edad

pediatrica
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6.1.2. Tamafio muestral

Los tamafos muestrales fueron calculados de acuerdo con los criterios
epidemiologicos y en base a las caracteristicas de los marcadores genéticos
seleccionados. También se tuvieron en cuenta los diversos modelos de prevalencia y
de herencia genética que serian compatibles con la enfermedad meningococica. De
manera preliminar se consideré un minimo de 300 casos. En cuanto a los controles, se
estimd una proporcion optima caso:control 1:3. La potencia estadistica se calculd

usando el software Quanto??.

6.1.3. Participantes

6.1.3.1. Casos

Se consideraron candidatos a participar todos aquellos pacientes que durante el
periodo de estudio ingresaron en alguno de los centros englobados en la red de
trabajo ESIGEM con el diagnostico de sospecha clinica, probabilidad o confirmacion
microbioldgica de enfermedad meningocdcica acorde a la definicion validada por la
Academia Americana de Pediatria’®y recogidas en el CIE-9-MC036. Se siguieron las

siguientes definiciones:

= Meningitis menigococica: cultivo positivo en LCR para Neisserira meningitidis
y/0 mas de 20 leucocitos/mm3 en LCR y clinica compatible y/o hallazgos

compatibles en la autopsia.

= Meningococemia: Presencia de Neisseria Meningitidis en sangre.
= Sospecha clinica de enfermedad meningocoécica: rash purplrico y/o petequial
junto con meningitis y/o sepsis, y/o la ausencia de evidencias alternativas
que justifiquen el cuadro clinico. También se considerara cualquier cuadro
clinicamente compatible en el que exista la evidencia de un contacto
estrecho con un caso confirmado en los 60 dias previos.
= Caso probable de enfermedad meningocdcica: sospecha clinica de
enfermedad meningocdcica junto con:
o El hallazgo de diplococos gran negativos en sitios normalmente
estériles o en aspirado/frotis de lesiones petequiales/purpuricas.
o La presencia de antigenos de meningococo en sangre, LCR u orina.
o Hallazgos serologicos compatibles (titulos elevados de IgM,o0 elevacion
significativa de los titulos de IgM 6 IgG frente a antigenos de proteina

de membrana externa de N. meningitidis).
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= Caso confirmado de enfermedad meningocécica: aislamiento de neisseria
meningitis o presencia de ADN de meningococo (PCR) en un sitio normalmente
estéril  (sangre, LCR,..) y/o en aspirado/frotis de lesiones
petequiales/purpuricas.

Se excluyeron aquellos pacientes en los que no se obtuvo el consentimiento

informado para formar parte del estudio.

6.1.3.2. Controles

Se escogieron tres grupos de controles. El primer grupo (CG1) correspondia a
917 individuos espafioles empleados por la unidad de Medicina Xenémica del Hospital
Clinico Universitario de Santiago de Compostela previamente en un estudio de cancer
de mama. El segundo grupo (CG2), de 616 individuos, genotipados de novo y el tercer
grupo (CG3) de 597 sujetos, extraido de las Islas Canarias empleado para el contraste
de hipotesis adicionales. Posteriormente se estandarizd por sexo y grupo poblacional

para su comparacion.
6.1.4. Intervencion

En todos los participantes, se obtuvo por escrito un consentimiento
informado, se aplico un procotolo de recogida de datos demograficos, clinicos,
analiticos y evolutivos (ver anexo) y se extrajo una muestra de sangre de 2 ml (en

medio con EDTA) para posteriormente obtener del ADN mitocondrial.

6.1.5. Aprobaciones éticas

El estudio fue aprobado por el CEIC de referencia (Comité Etico de
Investigacion de Galicia) y el CEIC de la Universidad de Santiago (Ver anexo I) y
posteriormente por todos los comités de ética locales de los diferentes centros
participantes y la sociedad espafiola de cuidados intensivos pediatricos.

La informacion difundida y obtenida a través de los sujetos del estudio es
considerada confidencial y fue tratada en todo momento como tal. Los sujetos del
estudio fueron identificados con un codigo que protegia su identidad de manera que
en caso de publicacion de los resultados del estudio no se reveld ni se revelara la
identidad de los pacientes.

El trabajo se llevo a cabo de acuerdo a las recomendaciones para estudios con
seres humanos que figuran en la Declaracion de Helsinki de 1964 revisada por Ultima

vez en Sell en 200827,
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6.1.6. Variables del estudio

Se recogieron 204 variables en cada paciente (ver anexo), las cuales se

agruparon categéricamente de la siguiente forma:

6.1.6.1.

6.1.6.2.

98

Variables primarias:

Diagndstico al ingreso

Supervivencia al alta

Severidad de afectacion (escalas clinicas Meningococcal Septic Shock
Score y Pediatric Risk of Mortality Score)

Incidencia de secuelas

Capacidad funcional al alta (Glasgow y Pediatric overall perfomance

category)

Variables secundarias:

Raza

Sexo

Edad

Localidad de origen del individuo, sus padres y sus abuelos
Antecedentes personales y familiares de enfermedad
Estado de vacunacion

Necesidad de ingreso en UCIP

Extension de parpura

Dosis maxima de aminas

Volumen de liquidos infundidos

NUmero de 6rganos afectados

Necesidad de intubacion endotraqueal y soporte ventilatorio
Necesidad de transfusion con hemoderivados

Duracion del ingreso hospitalario

Cambios en la escala de gravedad

Glasgow

Parametros hematoldgicos

Parametros bioquimicos

Parametros de coagulacion

Datos microbidlogicos
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6.2. METODOLOGIA DE LABORATORIO

6.2.1. Eleccion del método de genotipado

En general, los métodos de genotipado de SNPs pueden clasificarse en funcion
de la reaccion de discriminacion alélica utilizada, del método de deteccion de los
resultados y del formato del estudio. De ese modo un producto de una reaccion
puede detectarse mediante mas de un método, y un método de deteccion puede
utilizarse para detectar productos de distintas reacciones.

A la hora de elegir un método u otro de genotipado debemos tener en cuenta
tanto el nimero de SNPs que queremos tipar, el nUmero de muestras a analizar, la
capacidad de analisis de multiples SNPs de modo simultaneo, la cantidad de ADN que

tengamos, el tipo de reaccion de discriminacion alélica, y el método de deteccion a
utilizar.
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Figura 15. Tecnologias de genotipado. Adaptado de
Syvanen 2001.
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La eleccion del uso del kit comercial SNaPshot® se tomo6 en base a los siguientes

criterios:

e Las técnicas de genotipado multiplex previenen errores que pudieran surgir
debido a mezcla de muestras (sample mix-up) y contaminacion. Estos errores
surgen fundamentalmente cuando una misma muestra es analizada de manera
independiente (via PCR) para distintos marcadores moleculares (ej. HVR-l y
HVR-II o diferentes SNPs)2%23",

e La técnica de minisecuenciacion implementada en SNaPshot es adecuada para
el genotipado simultaneo de SNPs en multiplexes. Entre sus multiples
ventajas respecto a otras técnicas clasicas (ej. RFLP) estan su bajo coste, la
rapidez del genotipado, y la reproducibilidad de los resultados asi como la

tasa de éxito (call rate) por SNP tipado.

6.2.2. Extraccion de ADN y su cuantificacion

El ADNmt se obtuvo a partir de linfocitos de sangre periférica conservada en
EDTA. Este ADN se extrajo mediante el kit Wizard® Genomic (Promega Corporation,
Madison, WI), el cual consta de tres pasos. En primer lugar se realiza una lisis celular
que rompe las membranas plasmatica y nuclear con el fin de aislar el ADN de la serie
blanca. Durante la segunda fase se eliminan las proteinas mediante precipitacion con
sales, de modo que el ADN queda en suspension. En el tercer paso se concentra el
ADN y se eliminan las sales de la suspension precipitando con isopropanol.

Tras la extraccion del ADN se procede a cuantificar su concentracion mediante
Nanodrop ND-1000, el cual determina la concentracion de ADN mediante
espectofotometria.

Debido al alto rendimiento de la extraccién, la mayor parte de las muestras
contiene una concentracion de ADN superior a 150 pg/ml, éstas se diluyeron en agua

miliQ obteniéndose de ese modo una concentracion final de 50 pg/ml.
6.2.3. Amplificacion
Los SNPs genotipados estan basados en los descritos por Quintans et al 2. En

su articulo describen un multiplex disefado para 17 SNPs capaz de distinguir los

distintos haplogrupos que definen el arbol filogenético de la figura 16.
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Figura 16. Arbol filogenético definido por 17 SNPs.

Adaptado de Quintans y cols.

Se disenaron veinte pares de primers para amplificar regiones del ADNmt que
contienen de uno a tres SNPs de interés, de modo que esta region amplificada sirva
luego de molde para las sondas empleadas en la minisecuenciacion.

Los primers utilizados en la amplificacion, y las sondas de la minisecuenciacion,
se disefaron en base a su temperatura de hibridacion, a los alelos de los distintos
SNPs, y a la longitud del amplicon resultante de la reaccion de minisecuenciacion, de
modo que la temperatura de hibridacién tanto de los primers como de las sondas de
un mismo multiplex sean similares, y que el tamano de las sondas, junto con la
variante presente, nos permitan discernir un SNP u otro en el electroferograma
resultante.

Partiendo de los SNPs tipados por dicho multiplex, se incluyeron ocho nuevos
SNPs a tipar de modo que los primers y sondas a utilizar se distribuyeron en dos
multiplexes, uno que engloba 19 SNPs y un segundo multiplex que agrupa 6 SNPs (Fig
37).
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Figura 17. Arbol filogético obtenido del genotipado de
los 25 SNPs.

Cada uno de los multiplexes de primers requirié de un protocolo de amplificacion

distinto:

e Multiplex 1:
o 1 pldel mix de primers 1
o 5pldeagua
o 1plde ADN

e Multiplex 2:
o 0,16 pul de Taq Gold (Aplied Biosystems, Foster City, CA).
o 1 pl de buffer (Aplied Biosystems, Foster City, CA).
o 1,5 ul MgCl2 (Aplied Biosystems, Foster City, CA).
o 0,7 pl de dNTPs
o 3,64 pl de agua
o 2 pldel mix de primers 2

El volumen final de ambas reacciones fue de 10 pl. Se sometieron a una
preincubacion de 95°C durante 15 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C durante 30 segundos, hibridacion a 58°C durante 1,5 minutos y extension a

72°C durante 1,5 minutos, con una extension final durante 10 minutos a 72°C.
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6.2.4. Comprobacion de los resultados

Tras la amplificacion se llevd a cabo una comprobacion de los resultados

mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con tincion de plata.

6.2.5. Purificacion

Una vez comprobados los resultados se adicionaron 0,5 pl del reactivo ExoSAP-

IT (Amershan Pharmacia Biotech) a 1 pl del producto amplificado, con el fin de

MIX POST-PCR
'I\.f T T _T »
PRIMERs SOBRANTES T r ‘r M ‘r T ‘r dNTPs SOBRANTES
\-I/‘ T T T \AJ/I T
T T T

T

Ex0SAP-IT® & 37°C, 15 min
80°C, 15 min

PRODUCTO PCR

/DA WA WAV eV WtV e
©

NUCLEOSIDOS

FOSFATO INORGANICO (P)

Figura 18. Purficacion enzimatica.
eliminar los primers y los deoxinucleotidos no incorporados, y se sometio a 37°C
durante 15 minutos seguido de otra fase a 80°C durante 15 minutos para inactivar la
enzima. Ver figura 18.
El reactivo ExoSAP-IT contiene dos hidrolasas, una fosfatasa alcalina que
cataliza la liberacion de los grupos fosfato, por ello se puede utilizar para degradar
los dNTPs no incorporados tras la PCR; y una exonucleasa |, que elimina los

oligonucleétidos no hibridados.

6.2.6. Minisecuenciacion

Para llevar a cabo la minisecuenciacion se utilizan sondas, que son
oligonucledtidos que amplifican la secuencia inmediatamente anterior al SNP de
interés. De ese modo, en funcion del ddNTP marcado fluorescentemente
incorporado, y a la longitud de la sonda, podremos determinar qué alelo esta

presente.
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Primer
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Figura 19. Esquema de la minisecuenciacion.

Para realizar la reaccion de minisecuenciacion se llevaron a cabo dos protocolos
distintos para cada uno de los multiplexes:
e Multiplex 1:
o 1,5 pl de Kit SNaPshot® (Aplied Biosystems, Foster City, CA)
o 0,5 pl de mix de sondas
o 1,5 pl de agua

o 1,5 pl de muestra

e Multiplex 2:
o 1 pl de Kit SNaPshot® (Aplied Biosystems, Foster City, CA)
o 0,5 pl de mix de sondas
o 2plde agua

o 1,5 pl de muestra
El volumen resultante de ambas reacciones, que fue de 5 pl, se sometio a 25
ciclos consistentes en una desnaturalizacion a 96°C durante 10 segundos seguido de

una fase de hibridacién a 50°C durante 5 segundos y una extension a 60°C durante 30

segundos.

6.2.7. Purificacion de los productos de secuenciacion

Los dideoxidonucleodtidos fluorescentes restantes se inactivaron mediante la

adicion de 0,5ul de fosfatasa alcalina, SAP (Amersham Biosciences) al volumen
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resultante de la reaccidon de minisecuenciacion, 5ul, y se incub6 a 37°C durante 60

minutos seguido de 15 minutos a 85°C.

6.2.8. Genotipado

Se obtuvo 1 pl de la mezcla resultante y se anadieron 9,52 pl de Formamida
Hi-Di™ (Aplied Biosystems, Foster City, CA) junto con 0,48 pl del marcador interno
LIZ-120 (Aplied Biosystem, Foster City, CA).

Las sondas marcadas fluorescentemente fueron separadas mediante
electroforesis capilar en un secuenciador ABI PRISM 3130 (Aplied Biosystems, Foster
City, CA) en el polimero POP-6™ (Aplied Biosystem, Foster City, CA).

Los datos se procesaron utilizando el software GeneMapper® v4.0 (AB, Aplied
Biosystem, Foster City, CA)
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Figura 21. Multiplex EU2.
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6.2.9. Analisis estadistico

Para cada SNP estudiado se realizd una prueba de Chi-cuadrado de Pearson
con la correccion de Yates para detectar asociacion de dichas variantes entre la
poblacion de casos y la poblacion de controles.

Cuando se obtuvo un valor de significancia (p) por debajo de un umbral
preestablecido (generalmente o = 0.05 6 o = 0.01) se asume que hay evidencias de
que ese SNPs esta asociado con la enfermedad. El problema es que cuando se
estudian varios marcadores, la probabilidad de que alguno aparezca como
“estadisticamente” asociado solamente por azar incrementa; en promedio, uno de
cada 20 SNPs estudiados aparecera como estadisticamente asociado solamente por
azar (para a = 0.05). La mayor parte de los estudios de asociacion caso-control en
relacion al estudio del ADN mitocondrial como factor de riesgo en una enfermedad
compleja, no utilizan correcciones estadisticas para test multiples. Esto hace que la
mayor parte de las asociaciones no puedan ser replicadas en estudios
independientes.

Para ajustar por test mdultiple, se pueden utilizar diferentes pruebas
estadisticas. Por un lado, el test de Bonferroni. En el caso del genoma mitocondrial
es excesivamente conservador debido a que existe un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre las variantes ya que se trata de un marcador puramente
haplotipico. Si bien este desequilibrio se puede diluir para variantes caracteristicas
de los distintos extremos de las ramificaciones filogenéticas (tips), la asociacion
permanece con cada uno de los SNPs que preceden en la filogenia.

El segundo test para ajustar por hipdtesis multiple es el desarrollado por
Benjamini y Hochberg 2 para el control del False Discovery Rate a un nivel
predeterminado del nivel de significancia a (ej. 0.05). Este método consiste en los
siguientes pasos:

e Para cada test m, se ordenan los valores P en orden ascendente P(1) < P(2) <

.. < P(m).

« Si se denota como H(i) la hipdtesis nula correspondiente a P(i); sea k el valor

mas grande de i para el cual se cumple la siguiente condicion:

o finalmente se rechazan todas las hipotesis nulas H ... Hy-
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Uno de las pruebas estadisticas mas cominmente empleadas en estudios caso-
control para corregir por hipotesis multiple es el basado en la teoria de permutacion.
En este caso concreto, dadas las caracteristicas del ADN mitocondrial, el test de
permutacion parece ser el mas adecuado, ya que de manera indirecta pondera la
compleja relacion que existe entre las variantes mitocondriales (desequilibrio de
ligamiento); por ejemplo, un test de permutacion sobre variantes que no presenten
desequilibrio de ligamiento se aproximaria a un test de Bonferroni. Como veremos en
los resultados y en las conclusiones, existe un buen candidato asociado con la
enfermedad, por lo que la posibilidad de falsos negativos usando permutacion se
puede ignorar en este caso una vez detectado este mejor SNP candidato. El test
basicamente permuta las etiquetas de casos y controles en 100.000 runs, para un test
exacto de Fisher, seleccionando los mejores valores de P (P-valor). Finalmente, se
calcula el porcentaje de valores de P permutados que caen por debajo del valor
original. Este porcentaje, sobre el total de las permutaciones, es el valor de P

ajustado.

6.2.10. Analisis filogenético

La seleccion de los SNPs genotipados en el presente estudio se ha basado en
criterios estrictamente filogenéticos. Se construye un network, el cual equivale a un
arbol de maxima parsimonia que considera todas las alternativas filogenéticas
posibles, de manera que en una situacién normal se detectan reticulaciones
topologicamente complejas. En una situacion ideal, si no existe homoplasia, el
network es un arbol tipico de parsimonia.

Los SNPs seleccionados son fundamentalmente aquellos que diagnostican
haplogrupos conocidos en poblaciones Euroasiaticas y por lo tanto tienen una tasa de
mutacion baja. Esto hace que en la practica, la filogenia real se aproxima a un arbol
sin reticulaciones. Los resultados a posteriori reflejan este hecho, si bien, tal y como
se describira en los resultados, existen ciertas inconsistencias filogenéticas que

corresponden a eventos mutacionales reversos en algunos perfiles concretos.
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6.3. ANALISIS GENETICO

Para el analisis genético se emplearon 2.126 controles los cuales procedian de
tres grupos diferentes. Se realizd previamente una estandarizacion por grupo
poblacional. El primer grupo control (CG1) correspondia a 917 individuos espanoles,
los cuales habian sido empleados previamente en estudios de casos y controles de
cancer de mama'®; a su vez, un subgrupo de éste fue previamente sometido a
estratificacion poblacional utilizando para ello el panel de SNPs autosomicos
neutrales. El segundo grupo control (CG2) correspondia a 616 individuos espafoles
genotipados de novo. Ademas, para la realizacion de test adicionales de hipotesis se
empled un tercer grupo control (CG3) compuesto por 797 individuos procedentes de
las Islas Canarias y extraidos de un trabajo de casos y controles de cancer de mama.
Tanto el genotipado de los casos como el de los controles fue testado por dos
analistas independientes con el fin de minimizar la probabilidad de errores de

genotipado. Los resultados ambiguos fueron eliminados del analisis.

6.3.1. Seleccion del ADNmt

Se analizo el genotipo de 25 SNPs-mt incluyendo los haplogrupos europeos mas
frecuentes como H, U, K, etc. El panel completo de SNPmt genotipados fueron los

utilizados en el trabajo de Mosquera y cols?*.

6.3.2. Test de Ancestralidad

Un panel de 34 AIMs (Ancestry Informative Markers) autosomicos fueron
empleados para verificar la ancestralidad en el grupo de los casos y en el CG2. Se
encontr6é una alta diversificacion en la distribucion de alelos entre los principales
grupos poblacionales. La asignacion de un grupo poblacional africano, americano
nativo, y europeo a cada uno de los sujetos de estudio fue comprobado anadiendo un
sub-set de muestras extraidas del panel del CEPH (Centre dEtude du Polymorphisme

Humain; http://www.cephb.fr/) asi como de muestras adicionales del proyecto

SNPforID (Phillips); todas ellas fueron también genotipadas con el mismo panel de 34-
plex. Estas muestras representan las tres principales fuentes ancestrales de

poblacion que han contribuido a la composicion genética de la poblacion espaiola
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(considerando la reciente existencia de inmigrantes procedentes fundamentalmente
de Africa y América) y en particular a nuestra muestra de pacientes con EM. Los
genotipos fueron conseguidos a través del buscador SNPforlD
(http://spsmart.cesga.es/snpforid.php). The final sets of samples used for the

inference of individual ancestry were as follows: Africa (N = 225), including Biaka
Pygmy (Central African Republic; N = 23), Mbuti Pygmy (Democratic Republic of
Congo; N = 13), Bantu-speakers from Kenya (N =11), Mozambique (N = 60), San
(Namibia; N = 6), Yoruba (Nigeria; N = 22), Mandenka (Senegal; N = 22), Somalia (N =
60), South African Bantu (N = 8); America (N = 208), including Karitiana (Brazil; N =
14), Surui (Brazil; N = 8), Awa (Colombia; N = 38), CEPH-Colombians (N = 7), Coiyama
(Colombia; N = 71), Pijao (Colombia; N = 35), Maya (Mexico, N = 21), Pima (Mexico, N
= 14); and Europe (N = 278), including Denmark (N = 60), French-Basques (France, N
= 24), France (N = 28), Sardinia (Italy, N = 28), Tuscany (Italy, N = 8), Bergamo (Italy;
N = 13), Galicians (North West Spain; N = 60), Orkney Islands (Scotland; N = 15),
Russia (N = 25), Adygei (Russia Caucasus; N = 17).

El software STRUCTURE v.2.3.1 (Pritchard JK) fue utilizado para estimar la
proporcion de ancestralidad inferida de los individuos en los grupos europeo,
Americano y africano. Esta informacion fue empleada para monitorizar el efecto de
la estratificacion de la poblacién mediante test de asociacion. Cada iteracion (run)
consisti6 en 200,000 cadenas de Markov, incluyendo un calibrado (“burn-in”) que
incluyé 200,000 iteraciones y cinco replicas. Se asumieron valores de K entre 2 y 6;
siendo K el numero de grupos a los que asignar porcentajes de ancestralidad
(“ancestral membership”). La probability a posteri fue de (virtualmente) 1 para K =
3. La variabilidad de los AIMs fue también analizada por el método del analisis del
principal componente. Se empled una version modificada de la R library SNPassoc

para los SNP tri-alélicos.

6.3.3. Genotipado por minisecuenciacion

Todas las muestras fueron genotipadas de acuerdo con los protocolos descritos

anteriormente para los SNPmt?*®

y para los AIM. En ambos casos los métodos de
genotipado fueron basados en la minisecuenciacion SnaPshot. Se comprobaron los
haplotipos de ADNmt usando una aproximacion filogenética con el fin de reducir la

probabilidad de error de genotipado®'®*'®.
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6.3.4. Test de asociacion de los diferentes SNPmt con las variables clinicas

Si bien se recogieron mas de 200 variables clinicas, en la comparacion de las
variables clinicas con los resultados genéticos y con el fin de minimizar el nimero de
hipdtesis testadas, se seleccionaron las siguientes: (1) Datos clinicos: diagnostico,
estado de vacunacion, tiempo transcurrido desde la aparicion de sintomas hasta el
ingreso, tiempo de estancia hospitalaria y en la unidad de cuidados intensivos
pediatricos, mortalidad, morbilidad, tratamiento, escalas de riesgo de mortalidad
(PRISM, MSSS), (2) Datos microbiologicos: serogrupo, serotipo y lugar de aislamiento y
(3) Datos de laboratorio: leucocitos, hematies, plaquetas, glucosa, creatinina, sodio,

pH, Pa02/Fi02, calcio, test de coagulacion y procalcitonina.

Las asociaciones se realizaron de manera individual para los diferentes SNP
comparando las diferentes frecuencias alélicas entre los casos y los controles (para
dos de los grupos de controles de manera separada, CG1 y CG2) y utilizando el test
de Chi-cuadrado con un grado de libertad, o el test exacto de Fisher para frecuencias
menores a 5. Asimismo, se utilizd el test de permutacion para reducir los errores
derivados de las comparaciones multiples en los test de asociacion con SNPmt. El
incondicional de regresion logistica se emple6 para modular el efecto de los
haplogrupos frente a las variables clinicas, asi como el efecto de estas variables
sobre la ancestralidad de los pacientes. Para comprobar la asociacion de la variable

clinica se llevd a cabo el test de regresion logistica multinomial.
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6.4. MATERIAL Y METODOS ESTADISTICOS

Para realizar el analisis estadistico de los datos genéticos se empled el

paquete estadistico Stata v.8 (http://www.stata.com/) y R (http://www.r-

project.org/). La potencia de los calculos realizados fue comprobada mediante el
programa Quanto (gaderman), asi como todos los algoritmos disponibles. Dicha
potencia es computada bajos los principios alélicos que no necesariamente cumplen
las condiciones especificas de las variantes del ADNmt. No obstante, existe otra
opcion disponible disefiada especificamente para computar la potencia los estudios
de ADNmt de casos y controles.

El andlisis descriptivo de las muestras asi como de las variables clinicas se
llevé a cabo mediante el paquete estadistico SPPS 15.0. Los datos descriptivos se
expresan como media (desviacion estandar). Se considero significativa una p<0.05. La
recogida de datos de cada paciente se realizé6 mediante un formulario de Word, que
posteriormente se volcd en una base de datos Access (Microsoft Office 2003®). El
procesamiento estadistico de los datos se realizo con el paquete de software
estadistico SPSS 16.0 (Illinois, etc).
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7. RESULTADOS

“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el
resultado. Un esfuerzo total es una victoria completa”.
(Mahatma Gandhi)






BLOQUE I: ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS
PACIENTES AFECTOS DE ENFERMEDAD
MENINGOCOCICA
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7.1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

7.1.1. Caracteristicas demograficas de la muestra

Durante el periodo comprendido entre octubre de 2005 y noviembre de 2009
se incluyeron en el estudio un total de 366 nifios con enfermedad meningocécica a
través de la red multicéntrica ESIGEM habiendo descartado previamente 3 casos por
ausencia de documento de consentimiento informado, 4 por muestra sanguinea
inadecuada o en mal estado y 5 por falta del protocolo de registro de datos
cumplimentado.

Los datos demograficos de la cohorte de casos se recogen en la tabla 7. De las
366 muestras analizadas, 203 (55.3%) fueron varones, y 125 (34,1%) mujeres y en 39
casos no se especificaba el género. La proporcion varones:mujeres fue 1,6:1. La edad
media fue 3.7 (3.9) afos con un rango de 0,02-29,55 afos. En cuanto al mes en el que
se produjo la enfermedad se encontro la siguiente distribucion: enero 44 (12%) casos,
febrero 40 (10,9%), marzo 46 (12,5%), abril 29 (8%), mayo 25 (6,8%), junio 15 (4,1%),
julio 17 (4,6%), agosto 9 (2,5%), septiembre 11 (3%), octubre 22 (6%), noviembre 25
(6,8%), diciembre 22 (6%) casos (ver figura 22).

Figura 22. Numero de casos enfermedad meningocdcica segin mes.
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La distribucion de pacientes por Comunidad Auténoma donde fueron
reclutados se refleja en la Figura 23: Galicia 71 (19,4%), Pais Vasco 84 (22.9%),
Cataluna 49 (13.3%), Andalucia 46 (12.56%), Cantabria 34 (9.3%), Madrid 23 (6.3%),
Asturias 19 (6.2%), Castilla La Mancha 13 (3.5%), Castilla Ledn 11 (3%), Valencia 4
(1.1%), Extremadura 1 (0.2%), Canarias 1 (0.3%), Navarra 3 (0.8%), Murcia 3 (0.8%).

<10
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AR E DL

>40
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Figura 23. Distribucion de los casos de enfermedad meningococica por
centros colaboradores.

La distribucion de pacientes en funcion de su estatus socioeconémico fue: 184
(80,34%) de nivel socioecondémico medio, 32 (13,97%) pacientes eran de nivel
socioeconémico bajo, 13 (5,67%) de nivel socioeconémico alto. En 88 casos no se

especifico este campo.
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Caracteristicas demograficas

Total de la muestra

Sexo

Edad

Comunidad autonoma

Grupo poblacional

Nivel socioeconémico

N (promedio)

366

203 (55.3%) Varones

125 (34%) Mujeres

3,6 (4,29)

47 (21.7%) Galicia

30 (13.8%) Cantabria

29 (13.4%) Pais Vasco

29 (13.4%) Cataluiia

27 (12.5%) Andalucia

18 (8.3%) Madrid

13 (6%) Castilla La Mancha
10 (4.62%) Asturias

3 (1.3%) Valencia

2 (0.9%) Castilla Leon

1 (0.4%) Extremadura

1 (0.4%) Baleares

1 (0.46%) Navarra

184 (85,2%) Europeo occidental
14 (6,5%) Etnia gitana

7 (3,2%) Norteafricano

5 (2,3%) América Central
4 (1,9%) América Sur

1 (0,5%) Africa-subsahariana
7 (3,2%) Alto

153 (70%) Medio

25 (11,6%) Bajo

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes afectos de

enfermedad meningococica.

En cuanto al grupo poblacional, 316 (86.1%) pacientes eran europeos

occidentales, 23 (6.3%) de etnia gitana, 11 (3%) norte-africanos, 5 (1.4%) de América

central, 8 (2.2%) de América del sur, 1 (0,3%) paciente era de origen africano-

subsahariano.
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7.1.2. Antecedentes familiares y personales de interés

En la anamnesis 38 (17,6%) pacientes presentaba antecedentes familiares de
interés (ver Tabla 8). En 23 (6,3%) casos se refirid antecedente de enfermedad
meningococica mientras que en 35 (9,5%) casos se registr6 antecedente de
meningitis. Cinco (1,85%) pacientes tenian antecedente de inmunodeficiencia: dos de
ellos eran hijos de madres VIH positivo, otros dos eran nietos de abuelos VIH positivo
y uno de éstos tenia antecedente de sindrome de Larsen. Once pacientes refirieron
antecedente de enfermedad hereditaria (1 enfermedad de Von Willebrand, 1
Talasemia, 1 Poliquistosis renal, 1 enfermedad de Stargardt, 1 enfermedad
neuromuscular, 1 corea de Huntington, 1 DM-2 abuela materna, 1 talasemia minor en

madre y hermano, 1 hipercolesterolemia, 1 traslocacién cromosomica (ver tabla 8).

Antecedentes familiares 38 (17,6%)
Enfermedad meningocoécica 23 (6,3%)
Meningitis 35 (9,5%)
Inmunodeficiencia (VIH) 5 (1,4%)
Enfermedad hereditaria: 11 (3,5%)

e Von VWillebrand 1

e Talasemia

e Poliquistosis renal

e Enfermedad de Stargardt

e Enfermedad neuromuscular
e Corea de Huntington

e DM-2

e Enfermedad de Bater

e Hipercolestolemia

A A A A A A A oA N

e Traslocacion cromosémica

Tabla 8. Antecedentes familiares de los pacientes afectos de enfermedad

meningococica.

Se recogieron antecedentes personales en 27 casos (7,3%). Un paciente (3,8%)

habia tenido meningitis previamente, 15 (57,7%) habian presentado infeccion grave,
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5 (19,2%) tenian antecedente de inmunodeficiencia (1 hiperplasia suprarrenal
congénita, 2 hijos de madres VIH y hepatitis C positivos, 1 vitiligo versus mosaicismo
y 2 pacientes recibian tratamiento inmunosupresor, 1 de ellos hidrocortisona y

fludrocortisona y en el otro se desconocia (ver tabla 9).

Antecedentes personales 27 (7,3%)
Meningitis 1 (3,8%)
Infeccion grave 15 (57,7%)
Inmunodeficiencia 5 (19,2%)
e Hiperplasia suprarrenal congénita 1 (3,8%)
e VIH 1 (3,8%)
e Hepatitis C 1(3,8%)
. vitiligo 1(3,8%)
e Tratamiento inmunosupresor 2.(7,7%)

Tabla 9. Antecedentes personales de los nifios afectos de enfermedad

meningococica.

7.1.3. Estado vacunal de los pacientes incluidos en el estudio

En relacion al estado vacunal frente al meningococo, 248 (67,75%)
de nuestros pacientes recibieron algun tipo de inmunizaciéon: 221 (89,11%)
recibieron la vacuna conjugada frente al meningococo C, y 27 (10,88%) la
polisacarida combinada con A. De los 366 pacientes, 40 (10,92%) no
estaban vacunados frente al meningococo. En 79 (21,58%) no constaba el

estado de vacunacién. Ver diagrama de flujo en la figura 23.
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Ndmero total de

pacientes = 366

Namero de NUmero de Estado de vacunacion
pacientes pacientes NO desconococido =79

vacunados = 248 vacunados = 40 (21,58%)

(67,75%) (10,92%)

Vacunados frente al Vacunados frente al
meninogoco C = 221 meninogoco A+C = 27

(89,11%) (10,88%)

Figura 23. Representacion esquematica del estado de vacunacion de los

pacientes afectos de enfermedad meningocécica.

7.1.4. Caracteristicas clinicas y evolutivas

En nuestra serie de 366 pacientes, 22 (6%) estaban recibiendo antibioticos
previamente a ser diagnosticados de enfermedad meningocdcica. En cuanto al tipo
de antibiotico que recibian, 6 tomaban amoxicilina, 4 amoxicilina-clavulanico, 4
cefuroxima, 3 azitromicina, 1 cefaclor, 1 cefotaxima, 1 ceftriaxona.

El diagndstico de entrada fue de sepsis meningococica en 225 (47,4%),
meningitis meningocdcica en 67 (14,1%) y sepsis meningocdcica acompanada de

meningitis en 183 (38,5%). En cuanto a la gravedad del cuadro clinico al ingreso 35
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pacientes (9,5%) presentaban sepsis grave y 95 casos (25,9%) shock séptico. Cuando
se consideraron Unicamente los casos de enfermedad meningococica confirmada
(n=233; 63,66% del total de muestras), la distribucion de la forma clinica de
presentacion fue de sepsis en 126 (54,07%), sepsis grave en 24 (10,3%) y shock séptico
en 83 (35,62%). La proporcion de shock séptico fue similar en el grupo de pacientes
con diagndstico de sepsis que en el grupo de sepsis con meningitis. Presentaban,
ademas, meningitis meningocécica 136 (58,36%) pacientes; en 30 (12,87%) casos no
se realizd analisis de LCR.

Desde el punto de vista evolutivo, el tiempo medio transcurrido desde el
inicio de los sintomas hasta el ingreso en la muestra global fue de 11 (7,4) horas, con
un rango de 45 minutos a 144 horas (ver figura 24). Paralelamente, el tiempo medio
de evolucion desde la aparicion de las primeras lesiones cutaneas hasta el ingreso fue
de 5,49 (5,42) horas con una mediana de 2 horas (ver figura 25). No obstante, el
tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta el ingreso fue significativamente
mayor (p<0.001) en aquellos pacientes que solo presentaron meningitis en los que fue
de 30 (22,1) horas con una media de 24 horas. Lo mismo se observé en el tiempo de
aparicion de las lesiones petequiales siendo también significativamente mayor en los
pacientes que solo presentaron meningitis en los que fue de 7,17 (6,34) horas con

una mediana de 6 horas.

100,0

80,0

Frecuencia

T T T T T
o 20 40 60 80 100 120 140

Tiempeo de evolucién desde el inicio de sintomas
hasta ingreso (horas)

Figura 24. Tiempo de evolucién en horas desde la apariciéon de los primeros

sintomas hasta el ingreso del paciente.
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Figura 25. Tiempo de evolucion desde la aparicion de las petequias hasta el

ingreso.

Del total de pacientes, 273 (74,4%) ingresaron en una UCIP, mientras el resto
ingresaron directamente en una planta de hospitalizacion. El tiempo medio de
estancia en UCIP fue de 3,87 (6,07) dias, con una mediana de 2 dias y un maximo de
48 dias. Por otro lado, el tiempo medio de estancia hospitalaria global fue de 11,88
(12,88), con un maximo de 135 dias. En la tabla 10 se recogen los tiempos de

estancia medios segln el diagnostico.

Tiempo medio (DS) de Tiempo medio (DS) de

Diagnéstico clinico

estancia en UCIP ingreso hospitalario
Sepsis 1,76 (1,75) 9,35 (4,84)
Sepsis grave 2,88 (2,12) 8,32 (2,43)
Shock séptico 8,27 (9,3) 11,99 (20,88)

Tabla 10. Tiempos medios de estancia en UCIP y estancia hospitalaria

segun diagndsticos clinicos.

Cuando se compararon los tiempo medios de estancia en UCIP entre los
pacientes que presentaron meningitis frente a los que no la presentaron se observo
un aumento significativo de éste entre los pacientes que no presentaron meningitis,

6,14 (8,53) frente a 3,62 (5,24) respectivamente con una valor de p= 0,04.
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Las escalas de valoracion que se utilizaron fueron la PRISM para el riesgo de
mortalidad en el paciente pediatrico y la MSSS especifica de enfermedad
meningococica. El promedio de puntos segln la escala de PRISM fue de 9,44 (12,48)
y el de la escala MSSS fue de 1,38 (2,23). Teniendo en cuenta el diagnostico clinico al
ingreso las escalas PRISM y MSSS reflejaron el estado de gravedad del paciente segun

se recoge en la tabla 11.

Diagnéstico clinico PRISM MSSS
Sepsis 3,33 (3,64) 0,28 (0,64)
Sepsis grave 7,24 (3,7) 1,32 (1,82)
Shock séptico 21,9 (15,92) 3,53 (2,75)

Tabla 11. Valores de PRISM y MSSS segiin diagnéstico clinico.

Se valor6 el grado de afectacion por aparatos. En este sentido 136 (37,1%)
presentaron disfuncion cardiovascular, 44 (12%) hipotension refractaria, 59 (16,1%)
disfuncién respiratoria, 31 (8,4%) lesion pulmonar aguda, 21 (5,7%) sindrome de
distrés respiratorio tipo adulto, 75 (20,4%) disfuncion neuroldgica con un valor medio
en la escala de Glasgow al ingreso de 13,67 (2,07) y el valora medio del peor
registrado de 12,89 (2,93), 55 (15%) oligoanuria, 30 (8,2%) disfuncién renal, 103
(28,1%) coagulacion intravascular diseminada, 22 (6%) disfuncion hepatica, 237
(64,6%) purpura (ver figura 26). La forma mas frecuente de presentacion fueron las
petequias en 198 (54%). 38 (10,4%) pacientes presentaron equimosis y 2 (0,5%)
hemorragias. 58 (15,8%) de los afectos no tuvieron plrpura. Por otro lado 24 nifos

(6,5%) sufrieron compromiso vascular.
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Purpura

Coagulacion intravascular
diseminada

Disfuncion hepatica
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Sindrome de distrés respiratorio del
adulto L.—l

Lesion pulmonar aguda

Disfuncion respiratoria

Hipotension refractaria

Disfuncion cardiovascular
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Figura 26. Formas de presentacion clinica mas frecuentes.

Los pacientes con diagnostico de sepsis o sepsis y meningitis al ingreso
tuvieron de manera significativa (p<0,01) mayor numero casos de disfuncion
cardiovascular, neuroldgica, respiratoria, hematoldgica, coagulacion intravascular
diseminada y oliguria que los que ingresaron con el diagnostico de meningitis.

En cuanto a la purpura y sus formas de presentacion ésta fue
significativamente mas frecuente en pacientes con sepsis y sepsis con meningitis que
en aquellos que presentaron Unicamente meningitis (89% y 79% frente a 18%,
p<0,001).
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Otras formas de presentacion menos frecuentes estan recogidas en la tabla
12.

Formas de presentacion Numero de casos

Artralgias 1

Artritis

Convulsion 1
Diarrea 3
Miocarditis 4
Neumonia 1

Hemorragia

N

intracraneal
Hemorragia digesiva
Colitis

Paralisis facial

3
1
1
Sindrome pierde sal 1
Vémitos 1
Hiperamilasemia 1

1

Hipoglucemia

Tabla 12. Formas de presentacion clinica menos frecuentes.

De los 366 pacientes afectos de enfermedad meningocdcica, 13 (3,55%) fueron
éxitus, 8 varones y 5 mujeres. No hubo diferencias significativas en cuanto al nivel
socioeconomico. Las causas de muerte fueron: 6 casos por sindrome de disfuncion
organica multiple, 3 por shock refractario, 2 por muerte cerebral, 1 por hemorragia
intracraneal y shock, 1 por hemorragia no especificada.

Por otro lado, ocho (2,2%) pacientes, a pesar de seguir una evolucion
globalmente favorable, precisaron injertos, a 9 (2,45%) se les realizé6 amputacion de
alguna falange, o, en el peor de los casos miembro inferior. No se analizaron secuelas
a medio y largo plazo. La situacion de los pacientes dados de alta fue valorada

mediante las escalas de Glasgow y la POCP (ver tabla 13).
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Puntuacion Glasgow/POPC

1 7/245

2 1/8

3 3/14

4 5/4

5 267/3
Total 283/274

Tabla 13. Situacion clinica al alta de los pacientes afectos de enfermedad

meningococica segun las escalas de Glasgow y POPC.

7.1.5. Caracteristicas microbiologicas

7.1.5.1. Gram

Se realizd la técnica de visualizacion directa del meningococo mediante
tincion de gram en 169 (78,24%) de los casos. En 128 (55,62%) casos se visualizd el
diplococo; 82 (64,06%) en LCR y 39 (41,48%) en sangre. Se realizaron pruebas rapidas
de deteccion de antigenos en 30 (13,88%) casos siendo positivas en 13 (43,3%), 7
(53,84%) en LCR, 6 (46,15%) en sangre. No se realizaron pruebas rapidas en 94
pacientes y 80 centros no disponian de ellas. En cuanto a deteccion de ADN de
meningococo, se realizd en 34 (15,74%) casos siendo positiva en 12 (35,29%)

pacientes, 10 (83,33%) en muestras de sangre y 2 (16,66%) en LCR.

7.1.5.2. Serologia

Se realiz6 serologia de N. meningitidis en 8 (3,70%) casos siendo negativa en 7
(87,5%) casos.

7.1.5.3. Cultivo

Se realizd cultivo de muestras de sangre y/o LCR en todos los casos. Se aislo
meningococo en al menos 233 (63,66%) muestras, 160 (68,66%) en sangre, 199
(85,45%) en LCR, 21 (14%) en LCR y sangre a la vez, 2 (0,85%) en petequias y 1

(0,42%) en liquido pericardico.
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De los pacientes en los que se aislo la bacteria, en 197 (84,54%) el
meningococo aislado fue el B, en 16 (6,86%) la bacteria aislada correspondi6 al
meningococo C, en 1 (0,42%) W135, en 11 (7,33%) casos el dato no estaba disponible
y no se obtuvo el serogrupo en 3 casos (2%), ver figura 27. Soélo se recogio el serotipo
de 8 bacterias: serotipos 1 en 4 meningococos B, serotipos 4 en otros 3 meningococos
B y serotipo 1 en un meningococo C. 1 meningococo B era del serosubtipo P1.14, 2

del P1.15 estando este dato ausente en 146 muestras.

M Serogrupo B
H Serogrupo C
LI Serogrupo W135

H No consta el serogrupo aislado

Figura 27. Distribucion de serogrupos aislados en los casos confirmados de

enfermedad meningococica.

7.1.6. Caracteristicas analiticas de los pacientes con enfermedad meningocécica

Los datos analiticos menos favorables durante las primeras 24 horas fueron los

representados en la tabla 14.
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Parametro

Leucocitos
Cayados
Plaquetas

pH

pCO2

HCO3

Lactico sérico
Potasio
Calcio
Glucosa
Troponina

CK

CK-MB
Creatinina
Urea
Fibrinégeno
TP (s)

TTPA (s)

PDF

DD

ATIIN

Proteina C
Proteina S
Procalcitonina
PCR

VSG

Células en LCR
Cortisol
ACTH
p02/Fi02

n  Media (DS)

297
191
292
261
265
249
193
273
228
291
51
90
33
206
280
230
134
224
92
113
31
11
81
167
232
145
194
8
85
81

18547 (23013,05)
22,78 (19,72)
222603,08 (132496,1) 7,34
7,31 (2)

38,36 (14,79)
20,11 (18,01)

9,3 (19,08)

4,41 (7,31)

9,26 (10,15)
120,67 (52,616)
0,39 (0,99)
563,85 (1813,93)
33,62 (58,64)
0,67 (0,83)

32,8 (31,38)
401,94 (262,43)
23,12 (20,54)
47,09 (42,44)
129,94 (268,754)
2998,89 (5589,47)
63,06 (20,66)
32,63 (21,68)

50

18,48 (25,03)

76 (150,62)
35,22 (36,74)
2715 (8182,44)
89,95 (130,83)
153 (101,82)
300,71 (127,52)

Rango

80-357000
0-95
3-781000
7-7,40
17-115
13-25
0-210
1,7-10,4
5-84
20-509
0-5,7
0-12716
0-227
0,1-9
9-481
0-966
1,8-148
20-415
1-1050
20-5781
13-96
31-72

50-136
0,1-1536
5-117
1-100300
5-317
81-225
2-500

Tabla 14. Datos analiticos menos favorables durante las primeras 24 horas.

7.1.7. Tratamiento administrado en

meningocadcica

los pacientes afectos de enfermedad

Se realizd expansion de volumen en 323 (88,25%) pacientes: menos de 10
ml/kg en 12 casos (3,7%), 10-20 ml/kg en 69 (21,36%), 20-30 ml/kg en 34 (10,52%),
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30-40 ml/kg en 27 (8,35%), mas de 40 ml/kg 44 (13,62%). En 137 casos si bien se
realizd expansion de volumen no constaba la cantidad administrada.

Se emple6 tratamiento inotrépico en 138 (37,7%) casos: dopamina en 107
(29,23%), dobutamina en 55 (15,02%), noradrenalina en 51(13,93%), adrenalina en 32
(8,72%), milrinona en 11 (3%), terlipresina en 3 (1,38%) y fenilefrina 9 (2,45%).

Se administro plasma en al menos 70 (19,1%), concentrado de hematies en 65
(17,7%), plaquetas en 26 (7,1%), crioprecipitados en 1 (0,3%), prothromplex en 1
(0,3%) y proteina C activada en 1 (0,3%).

En cuanto a los antibioticos administrados, se utilizd cefotaxima en 171
(46,6%), ceftriaxona en 70 (20%), vancomicina en 43 (15,7%), teicoplanina en 5
(1,4%), meropenem en 2 (0,5%). También se empledé ampicilina en 7 (1,91%),
piperacilina-tazobactam en 1 (0,3%), cloxacilina en 1 (0,3%) e imipenem en 1 (0,3%).
Se empleo corticoides en 115 casos (31,4%), en 72 (19,67%) a dosis de meningitis
purulenta, en 18 (5%) a dosis de estrés. En 107 casos no se administro corticoterapia.
De los afectos de enfermedad meningococica 209 precisaron oxigenoterapia, en 162
(44,26%) mediante mascarilla, 43 (11,7%) ventilacion mecanica, 4 (1,09%) ventilacion
no invasiva. El tiempo medio de intubacion en aquellos permanecieron conectados a
ventilacion mecanica fue de 4,33 (4,32) dias con un tiempo maximo de 45 dias de
intubacion.

En 11(3%) casos se realizd6 hemofiltracion veno-venosa continua, en 6 de alto

flujo y en 4 de ellos convencional y en dos casos plasmafiltracion.
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7.2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES FALLECIDOS

7.2.1. Caracteristicas demograficas y antecedentes familiares y personales de
enfermedad
En la serie analizada acontecieron 14 éxitus (4%). Las causas de muerte
fueron: 6 casos por sindrome de disfuncion organica mdultiple, 4 por shock
refractario, 2 por muerte cerebral, 1 por hemorragia intracraneal y shock, 1 por

hemorragia no especificada, ver figura 28.

H Vivos E SDOM
H Shock refractario H Muerte cerebral

LIHemorragia intracraneal y shock ® Otras hemorragias

Figura 28. Causas de muerte por sepsis meningococica

En todos los pacientes la muerte ocurrid en las primeras 24 horas del ingreso
en la unidad de cuidados intensivos y en 6 (66,66%) en las primeras 12 horas de
ingreso.

De los pacientes fallecidos 5 (2,4%) fueron varones y 9 (7,2%) mujeres. La
edad media fue de 4,76 (4,99) anos, siendo el menor de 1 afo y el mayor de 17,1

anos. En cuanto al grupo poblacional, 7 eran europeos occidentales, 1 norte-africano
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y 1 paciente era de origen americano. La distribuciéon de pacientes por Comunidad

Auténoma segun sus lugares de origen esta representada en la tabla 15.

Variable n (promedio)

Total 14

Sexo 5 (35,71%) Varones
9 (64,28%) Mujeres

Edad 4,76 (4,99)

Comunidad auténoma 8 (57,14%) Galicia

3 (21,42%) Cantabria
1 (7,14%) Pais Vasco
1 (7,14%) Cataluna
1 (7,14%) Madrid
Grupo poblacional 7 (77,7%) Europeo occidental
1 (11,1%) Norteafricano
1 (11,1%) América Central
4 (1,9%) América Sur

Tabla 15. Caracteristicas demograficas de los pacientes que fallecieron por

enfermedad meningocoécica.

En relacion a los antecedentes de enfermedad, un nifio presentaba vitiligo vy,
ademas, era portador de un mosaicismo. En el resto no constaba ninglin antecedente
patoldgico de interés.

Con respecto al estado vacunal frente al meningococo, diez de los fallecidos
recibieron la vacuna conjugada frente al meningococo C, uno frente al Ay C, un

paciente no estaba vacunado y dos casos se desconocia este dato.

7.2.2. Caracteristicas clinico- evolutivas

En nuestra serie, ninguno de los pacientes fallecidos estaba recibiendo
antibidticos previamente a ser diagnosticados de enfermedad meningococica.
El diagnostico de entrada fue de shock séptico en 12 (85,71) casos y de sepsis

en dos. Cinco pacientes presentaban, ademas, meningitis, en siete no se realizd
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analisis de LCR. Todos ingresaron en la UCIP. En todos los casos se confirmé el
diagnostico de enfermedad meningococica. El serogrupo mas frecuentemente aislado
fue el B (10 casos) seguido del C (dos casos). En otros dos casos se desconocia el
serogrupo.

Desde el punto de vista evolutivo, el tiempo medio de evolucion desde el
inicio de los sintomas hasta el ingreso fue de 13 (5,07) horas, con un rango de 5 a 24
horas. Paralelamente, el tiempo medio de evolucion desde la aparicion de las
primeras lesiones cutaneas hasta el ingreso fue de 3,28 (3,03) horas con una mediana
de 2 horas. No se encontraron diferencias significativas (p = 0.7) en el tiempo medio
entre la apariciéon de los sintomas y la aparicion de petequias y el ingreso entre el

grupo de supervivientes y el de éxitos, tal y como se refleja en la figura 29.

1407

120

@ =]
o =]
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Tevolusintomingreso
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1

40

204

Exitus

Figura 29. Comparativa del tiempo medio desde la apariciéon de los
sintomas hasta el ingreso en el grupo de supervivientes (azul) y el de

éxitus (rojo).

El promedio de estancia hospitalaria fue de 0,55 dias frente a 12,5 dias en el
grupo de supervivientes, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p<0.01).

En cuanto a la purpura, seis presentaron equimosis, y dos exantema petequial
con un promedio de afectacion de superficie corporal del 62,62% (43,87); un paciente

no desarrolld lesiones purpuricas. Todos los fallecidos excepto uno tuvieron
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compromiso vascular distal previo y dos de ellos precisaron la amputacion de
extremidades.

En relacion al grado de afectacion por aparatos, todos presentaron disfuncion
cardiovascular y 12 disfuncion neuroldgica, 11 oligoanuria y disfuncién respiratoria,
ocho lesion pulmonar aguda, seis sindrome de distrés respiratorio tipo adulto, nueve
disfuncion renal, 12 disfuncion hematoldgica, 10 coagulacion intravascular

diseminada y siete disfuncion hepatica (ver figura 30).

SDRA

Disfuncién hepatica
Lesion pulmonar
Disfuncién renal
CID

Oligoanuria

Disfuncion respiratoria

Disfuncién hematologica

Disfuncion neuroldgica

Disfuncion cardiovascular

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figura 30. Forma de presentacion clinica en los pacientes fallecidos.

Los datos analiticos menos favorables durante las primeras 24 horas de los

pacientes fallecidos estan reflejados en la tabla 16.
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Parametro n Media (DS) Rango
Leucocitos 14 8060 (7285,16) 1010-22600
Cayados 11 21 (13,98) 2-57
Plaquetas 14 100714,3 (105595,3) 10000-357000
pH 13 7,10 (0,16) 6,8-7,4
pCO2 12 57,83 (31,39) 27-105
Lactico sérico 12 15,05 (19,58) 2-76
Potasio 13 3,21 (0,74) 1,7-4,2
Calcio 13 7,1(1,30) 5-9,8
Glucosa 13 155,92 (148,61) 20-509
Creatinina 11 1,05 (0,33) 0,6-1,57
Urea 13 50,76 (16,87) 20-76
Fibrinégeno 8 156,25 (212,08) 2-665
TP (s) 6 38 (40,75) 10-120
TP (%) 8 29,4 (14,7) 12-56
TTPA (s) 7 77,54 (44,32) 32-151
INR 3 4,23 (2,02) 1,93-5,76
PDF 1 37
Dimeros D 5 7298 (6986,92) 2000-18091
Antitrombina 3 73 (14) 59-87
III 3 46 (22,6) 31-72)
Proteina C 0
Proteina S 8 115,6 (156,39) 11-390
PCR 9 84,13 (5,56) 0,9-390
VSG 6 1,1(2,26) 0,00-5,7
Troponina 9 1790 (2665,22) 63-6567
CcK 4 88 (89,64) 10-216
CK-MB 11 147,35 (94,02) 31-300
Pa02/Fi02 11 134,18 (95,26) 2-300
Cortisol 5 15 (14,67) 5-40
Células LCR 5 1655,66 (2724,06) 10-4800

Tabla 16. Datos analiticos menos favorables en las primeras 24 horas de

los pacientes fallecidos.

En cuanto a las escalas de valoracion de la gravedad clinica, segun la escala

de PRISM el valor promedio fue de 40,22 (16,66) puntos Yy seglin la escala MSSS fue

de 6 puntos (2,82).
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7.2.3. Tratamiento administrado en los pacientes fallecidos

En relacion al volumen de liquidos administrado en las dos primeras horas del
tratamiento, en cuatro se realizd expansion de volumen a mas de 40 ml/Kg, tres
precisaron expansion con 20-30 ml/kg, dos con menos de 10 ml/kg y uno con 10-20
ml/kg. Se emplearon aminas vasoactivas en todos los pacientes: dopamina en seis
(dosis maxima de 30 mcg/kg/min), noradrenalina en seis (dosis maxima 10
mcg/kg/min), dobutamina en cinco (dosis maxima de 40 mcg/kg/min), adrenalina en
cuatro (dosis maxima 5 mcg/kg/min). En algunos casos se utilizo una combinacion de
aminas: dopamina mas dobutamina en tres pacientes, dopamina mas dobutamina mas
adrenalina en dos y dopamina mas adrenalina en otros dos. En dos casos se emple6
terlipresina.

En un caso se administr6 proteina ¢ activada y en otro factor VI
recombinante.

Se emplearon corticoides en seis (66,6%) casos, en tres a dosis de meningitis
purulenta y en los otros tres a dosis de estrés.

Se realizo transfusion de plasma a seis (66,6%) pacientes, hematies a cuatro
(44,4%) y plaquetas a cuatro (44,4%).

La antibioterapia empirica de eleccién fue la cefotaxima en cinco casos,
cefotaxima en combinacion con vancomicina en un caso Yy ceftriaxona en tres.

De los pacientes fallecidos, ocho precisaron intubacion endotraqueal y

ventilacion mecanica.
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7.3. RESULTADO DEL ANALISIS GENETICO

7.3.1. Correlacion de las variables clinicas con los genotipos encontrados

7.3.1.1. Valoracién de la ancestralidad de los pacientes

El andlisis de ancestralidad fue llevado a cabo mediante la clasificacion de
grupos poblaciones en africano, americano y europeo. Como se muestra en la figura
31 la mayoria (95%, SD 10%) de los casos pertenecian al grupo europeo similar a los
valores obtenidos en una base de datos europea. En la figura 31b se representa el
plotter de PCA en la que se demuestra claramente la agrupacion de pacientes en un
grupo, al igual que las muestras africanas y las americanas. El porcentaje de
variacion encontrado entre los grupo PC1, PC2 y PC3 fue de 29%, 17% y 13%

respectivamente; 59% en total.
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s

Africa Europe+Cases America

Africa America Europe Cases

PCA

PC3 (13%)

AFRICA
AMERICA
CASES

PC2 (17%)

PC1 (29%)

Figura 31. Analisis poblacional de los casos de EM. En la grafica superior,
se representa el analisis realizado con STRUCTURE para las poblaciones del
panel del CEPH (incluyendo 225 africanos, 208 americanos nativos y 278
europeos; ver texto para mas detalles) y 307 pacientes afectos de
enfermedad meningocdcica; el analisis esta basado en un panel de AIMs
que implica 34 SNPs autosémicos para la asignaciéon del origen ancestral;
el valor de agrupacion es K = 3. En panel superior (A) se representa las
muestras agrupadas en funcion del porcentaje creciente de ancestralidad
compartida, mientras que en (B) las muestras se presentan tal y como se
introdujeron en el analisis. La grafica inferior muestra el analisis de
components principales para los mismos AIMs, en concreto el component
uno (PC1), dos (PC1) y tres (PC1). En paréntesis se muestra el percentage
de variabilidad absorvido por cada component.
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7.3.1.2. Evaluacion de la posible asociacién entre los haplogrupos del ADNmt y

las variantes clinico-epidemioloégicas

En base a los resultados de los AIMs se eliminaron 39 individuos del anlisis
estadistico, incluyendo 14 pacientes de etnia gitana, ya que no cumplian con los
requisitos de grupo poblacional europeo. El analisis de asociacion se realizo mediante
la comparacion entre 268 casos y los 917 del grupo control 1 (GC1). El poder para
detectar odds ratio fue del 1.6 para SNPmt y considerando un porcentaje minimo de
frecuencia alélica en la poblacion (MAF) del 20%, éste fue del 92%. Se utilizo el test
exacto de Fisher y la chi-cuadrado de Pearson para estudiar la posible asociacion. El
ajuste por test multiple se llevd a cabo realizando 20.000 permutaciones segin lo
descrito en el trabajo de Mosquera™ y cols. El analisis de asociacion sugirié una
sobreexpresion de la variante del SNPmt G11719A (p = 0.0188; OR [95% CI] = 1.63
[1.22 -2.18]) en el grupo de casos de enfermedad meningocdcica con respecto al GC1
(ver tabla 17)

MD cases versus CG1 MD cases versus CG2
rCRS  MAF Chi2 adjusted Chi2 adjusted
SNP ref. cases MA  MAF exact Pvalue Pvalue OR (95% CI) MAF exact P-value Avalue OR (95% CI)
G3010A G 0.28 A 0.29 1.2372 0266 0.9918 0.83 (0.61-1.15) 0.28 0.3997 0.527 1 0.90 (0.64-1.25)
T3197C T 0.06 C 0.06 0.0356 0.85 1 0.95 {0.53-1.68) 0.10 4.0081 0.045 0.532 1.78 (1.01-3.14)
G3915A G 0.02 A 0.02 0.8348 0361 0.99% 0.57 (0.17-1.94) 0.04 4.8407 0.028 0.374 0.28 (0.08-0.94)
C3992T c o001 T 0.01 0.1432  0.705 1 0.78 {0.22-2.77) 0.01 0.0008 0.977 1 0.98 (0.25-3.82)
T4216C T 017 C 0.18 00647 0799 1 0.95 (0.66-1.37) 0.16 0.1798 0.672 1 0.92 (0.62-1.35)
T4336C T 0.02 C 0.03 23434 0127 0.8886 0.40 {0.12-1.35) 0.04 4.8627 0.027 0.3628 0.28 (0.08-0.94)
A4529T A 0.02 T 0.02 0.1596 069 1 1.21 (0.47-3.10) 0.00 102116 0.004 0.0659 14.04 (1.68—
117.18)
G4580A G 0.04 A 0.04 2.8558 0.091 07941 0.60 {0.33-1.09) 0.03 45172 0.034 0.4381 0.49 (0.25-0.96)
A4769G A 0.02 A 0.02 0.0002 00989 1 0.99 (0.36-2.72) 0.00 11.2448  0.003 0.0469 -
A4793G A 0.00 G 000 73652 0007 o121 = 0.01 0.0735 0.786 1 0.80 (0.16-4.00)
Te776C T 0.08 C 0.09 0.9034 0342 0.9988 0.77 (0.46-1-32) 0.04 24415 0118 0.8732 1.62 (0.90-3.01)
C7028T C 047 T 049 61755 0013 02 1.42 (1.08-1.87) 0.45 1.3431 0.246 0.9906 1.19 (0.89-1.59)
GB994A @ 0.02 A 0.02 23745 0323 0.8827 1.90 (0.83-4.35) 0.02 2.6354 0.105 0.8395 2.10 (0.84-5.22)
G9055A G 0.06 A 006 27059 0.1 0.8244 1.53 (0.92-2.55) 0.10 0.1954 0.658 1 0.89 (0.54-1.48)
A10398G A 019 G 018 1.4671 0.226 0.9835 1.23 (0.88-1.73) 0.20 0.4369 0.509 1 1.13 (0.79-1.61)
C10400T C 0.01 T 0.01 26015 0107 0.8459 2.30 (0.81-6.53) 0.01 22218 0.136 09139 232 (0.74-7.27)
Tio463C T 0.10 c 010 00700 079 1 1.06 (0.68-1.67) 0.09 0.6038 0.437 0.9999 1.21 (0.74-1.97)
108731 C 0.03 C 002 4998 0025 03374 0.46 (0.22-0.92) 0.04 0.6441 0.422 0.9999 0.75 (0.38-1.51)
GI11719A G 041 A 038 10.7820 0.001 0.0188 1.63 (1.22-2.18) 0.47 0.3430 0.558 1 1.09 (0.82-1.46)
A12308G A 017 G 0.a8 0.6261 0429 0.9998 0.86 (0.59-1.25) 0.24 7.7546 0.006 0.0927 0.59 (0.40-0.86)
C12705T C 0.09 T 0.08 6.5570 0.01 0.1549 1.75 (1.14-2.71) 0.07 71341 0.010 0.1533 1.89 (1.18-3.03)
GI3708A G 0.09 A 0.09 0.6741 0412 0.9994 0.81 (0.48-1.35) 0.09 05517 0.458 1 0.82 (0.48-1.39)
A13966G A 0.02 G 0.01 36348 0057 06202 2.35 (0.95-5.81) 0.02 04319 0511 1 1.34 (0.56-3.24)
C14766T C 0.44 (o 0.43 4.2540 0.039 0.4805 1.33 (1.01-1.75) 0.48 01177 0.752 1 1.05 (0.79-1.40)
Ti6519C T 033 T 033 04574 0499 1 1.11 (0.82-1.49) 0.35 13385 0.247 0.9911 1.20 (0.88-1.63)

rCRS: allele in the revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) [55] MA: allele with the lowest frequency; MAF: minimum allele frequency computed on control
individuals; Adjusted P-value: adjustment of chi-square P-values was carried out with a permutation-based approach; number of permutations = 20,000; OR (95%CI): ORs
were computed with the rCRS allele as a reference
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Tabla 17. Resultado obtenido del test de Chi-cuadrado de Pearson para la
comparacion entre el grupo de casos y el grupo control 1 y el grupo control
2.

Con el fin de confirmar esta asociacion se llevé a cabo un segundo analisis con
otro grupo control independiente. Sin embargo, puesto que la prevalencia de
enfermedad meningocdcica es baja el reclutamiento de otro grupo independiente de
casos no fue posible. La alternativa entonces fue replicar la variante G11719A en una
segunda muestra de controles. El procedimiento fue similar al previo, los casos
fueron comparados con un segundo grupo de controles (GC2; N = 616); atendiendo a
la variable de grupo poblacional. El poder para detectar odd ratio de un determinado
SNPmt fue de 1.6 y en GC2 fue de 88%. La asociacion G11719A obtenida de la
comparacion entre el grupo de casos y el GC1 no fue observada en la comparacion
entre el grupo de casos y el GC2. No obstante, la variante A4769G apareci6 como
estadisticamente significativa (p= 0,0469), aunque en el limite si consideramos un
valor de significancia de 0,05; ver tabla 18.

El analisis de ADNmt obtenido de individuos sanos espafoles de distintas areas
geograficas refuerzan la idea de la naturaleza esplrea de la asociacion encontrada
en los casos versus GC1 para el polimorfismo G11719A. La asociacion observada
puede deberse al sesgo de la estratifacion poblacional; concretamente la frecuencia
de G11719A en el GC1 es particularmente baja.

Por otro lado se llevo a cabo el analisis de los haplogrupos del grupo de casos
y del grupo de controles (ver tabla 16). El mejor valor de p obtenido fue para el
haplogrupo R (0.005), que sin embargo, no pudo confirmarse tras realizar el test

multiple de Bonferroni (ajustado como valor p = 0.00058).
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HG status in cases versus CG1

HG status in cases versus CG2

HG Freq. Cases Chi2 exact Pvalue OR (95% CI) Freq. CG1 Chi2 exact Pvalue OR (95% CI) Freq. CG2
H 041 5.2881 0021 1.38 (1.04-1.82) 041 0.9834 0321 1.16 (0.87-1.55) 0.45
H1 0.20 0.0485 0826 0.96 (0.68-1.35) 0.20 0.0453 0831 1.04 (0.73-1.48) 021
H3 0.07 113 0292 1.33 (0.78-2.26) 0.09 1.2397 0266 0.71 (0.39-1.30) 0.05
HV 047 24663 o116 1.24 (0.95-1.63) 053 0.0086 0926 1.01 (0.76-1.35) 0.48
I 0.02 0.0454 0831 1.11 (0.41-3.01) 0.02 5.6451 o018 0.17 (0.04-0.89) 0.00
J 0.06 11921 0275 1.36 (0.78-2.39) 0.08 0.6421 0423 1.27 (0.71-2.29) 0.07
n 0.04 1.0250 0311 1.39 (0.73-2.63) 0.06 1.0010 0317 1.40 (0.72-2.73) 0.06
K 0.08 1.4794 0224 0.73 (0.44-1.22) 0.06 0.0738 0786 1.07 (0.64-1.80) 0.09
K1 0.07 15110 0219 0.71 (0.41-1.23) 0.05 0.1968 0657 1.13 (0.65-1.96) 0.08
R 0.87 8.0561 0,005 1.87 (1.21-2.90) 093 7134 0008 1.89 (1.18-3.03) 093
RO 0.50 43115 0038 1.33 (1.02-1.75) 058 0.0885 0766 1.04 (0.78-1.39) 051
T 0.10 01017 0750 0.93 (0.58-1.47) 0.09 0.4751 0491 0.84 (0.51-1.38) 0.08
Al 0.16 0.2749 0600 1.10 (0.76-1.60) 0.7 0.0008 0978 1.01 (0.68-1.49) 0.16
u 047 0.0244 0876 1.03 (0.72-1.48) 0.18 49115 0027 1.51 (1.05-2.18) 024
us 0.04 0.6841 0408 1.31 (0.69-2.49) 0.06 7.6008 0006 239 (1.26-4.51) 0.10
v 0.06 2.8237 0093 0.60 (0.33-1.09) 0.04 4.4651 0035 0.50 (0.26-0.96) 0.03
w 0.01 0.2851 0593 093 (0.23-2.34) 0.01 0.1928 0661 0.76 (0.22-2.61) 0.01

The test was carried out for those (subjhgs with frequences above 5% in the control groups and also the well-known branches of the West European/Iberian phylogeny
1V, and W. Note that hg frequencies were inferred using the information from the whole haplotype available; this is why for instance, the frequency of hg RO does not
match with the frequency of G11719A.

Tabla 18. Test de Chi-cuadrado de Pearson para la comparaciéon de los

haplogrupos entre el grupo de casos y el CG1 y el grupo de casos y el CG2.

Entre las multiples variables clinicas analizadas en el presente estudio, el

distrés repiratorio tipo adulto se asocio fuertemente con el haplogrupo U (regresion

logistica multinominal, p= 0,0025), siendo por tanto el haplogrupo U un factor
predictor del sindrome de distrés respiratorio tipo adulto (OR [95% CI] = 12.58 [2.41-

64.93]); ver figura 26. Sin embargo, esta asociacion se perdié al ajustar el modelo

mediante la correccion de Bonferroni y considerando todas las hipostesis testadas en

el estudio.

145






8. DISCUSION
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Nuestro trabajo consituye la serie prospectiva mas amplia de casos de
enfermedad meningocodcica pediatrica publicada hasta la fecha. Otras series
también amplias como la de Harrison y cols', que recoge 295 casos siendo 115 de
ellos mayores de 25 afios o como la de Levin y cols®® con 393 casos de casos con
enfermedad meningococica, fueron recogidos de manera retrospectiva. El presente
estudio ofrece una vision extensa y detallada sobre las caracteristicas de la
enfermedad meningococica en la edad pediatrica en Espaia. Ademas, se lleva a cabo
por primera vez el analisis del ADN mitocondrial en los nifos afectos de EM para la
busqueda de derminantes que pudiesen condicionar un aumento de la susceptibilidad
a padecerla o un peor prondstico, y se excluye con rigor que la EM tenga una base

genética mitocondrial.

8.1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS

La expresion clinica y el pronodstico de la EM vendran determinados por una
compleja interaccion entre los factores del huésped y el microorganismo. ELl
diagnostico precoz de la EM es fundamental ya que la progresion de la enfermedad es
rapida, existe un corto periodo de ventana en el que el tratamiento es util y las
muertes se producen en las primeras 24 horas del ingreso. En nuestra serie, el 80-90%
de los casos de sepsis 0 sepsis con meningitis presento petequias las cuales fueron de
inicio precoz (media de 3,28 horas). Este hecho hizo posible la rapida sospecha de la
enfermedad permitiendo asi el inicio inmediato del tratamiento antibiotico empirico.

Sin embargo, en el trabajo de Thompson y cols*®

se encontrd que la presencia del
rash petequial tan sélo ocurrié en el 42-70% lo que puede justificar el retraso del
diagnostico dado que otros sintomas tales como fiebre, cefalea, rinorrea, fotofobia,
artralgias...son mas inespecificos. La situacion hiperendémica de la enfermedad
meningococica en nuestro medio, puede justificar también un mayor indice de
alarma por parte de la poblacion ante la aparicion de las primeras petequias, lo que
aumenta la sensibilidad de dicho signo clinico ya en sus fases iniciales, pero también

estara acompainado de una importante tasa de falsos negativos.
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Entre las caracteristicas demograficas de la muestra cabe destacar que el 65%

de los casos proceden del norte de Espafa. Si bien este hecho podria estar explicado
exclusivamente por un mayor grado de colaboracion de los subinvestigadores y
centros colaboradores de este area geografica, esta mayor prevalencia de la
enfermedad en la zona norte de Espafa en comparacion con el resto del territorio
nacional esta bien documentada. Nuestros datos coinciden con los publicados en el
boletin epidemiolégico del Centro Nacional de Epidemiologia del Ministerio de
Sanidad y Consumo*' que sit{an las tasas de incidencia mas altas en Galicia, Navarra,
Cantabria, Ceuta y Pais Vasco, comunidades auténomas donde existe una alta
incidencia del serogrupo B. En el andlisis de las diferentes variables clinico-
epidemiologicas recogidas en nuestro estudio no se ha encontrado ningun factor que
justifique las diferencias en la prevalencia de la enfermedad en Espana.
Otro aspecto importante a tener en cuenta en este punto es qué impacto podria
tener la variabilidad climatica y las caracteristicas medio-ambientales en la
enfermedad meningocécica. En Espafia, coincidiendo con otros autores**, dos
tercios de los casos ocurrieron en los meses frios y himedos. A raiz de los analisis
epidemiologicos centrados en el cinturén africano de la EM, se conoce como las
condiciones de humedad y del terreno distinguen zonas de alto y de bajo riesgo para
la enfermedad?’.

Dos tercios de los casos de EM ocurrieron en los meses frios (octubre,
noviembre, diciembre, enero, febrero y marzo).

La mayor incidencia de los casos de EM descritos en nuestro trabajo se
encuentra en menores de 5 afos (Ver figura 32), lo cual coincide con los datos
recogidos por el Ministerio de Sanidad*'. No obstante, otros grupos como el de
Harrison' observan o dos picos de incidencia de la enfermedad: un pico en menores
de 5 anos y otro en la adolescencia. Este hecho puede jusficarse por la falta de
vacunacion frente al meningococo C en este grupo de edad, serogrupo de mayor
incidencia encontrada en dicho trabajo y que presenta este caracteristico
comportamiento bimodal. Otro punto a tener en cuenta y que cada vez cobrar mayor
importancia es la exposicion al humo de tabaco. Dado que la edad mas frecuente de
inicio al tabaquismo se sitla en la adolescencia y teniendo en cuenta que algunos
trabajos™ demuestran el aumento de incidencia de EM entre los fumadores, éste

podria ser un factor de riesgo a tener en cuenta en este grupo de edad.

150



Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso 8. Discusion

120
100+
80+

50 Media =3,696

Desviacidn tipica =3,94085
N =342

Niamero de casos

40

204

T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Edad (afios)

Figura 32. Incidencia de casos de enfermedad meningocdcica por edad.

Hasta un tercio de los pacientes presentaban shock séptico en el momento del
ingreso. El porcentaje de pacientes que presentaban shock séptico al ingreso fue
similar en los grupos con y sin meningitis. Ademas, en nuestra serie la mitad de los
pacientes que fallecieron presentaban meningitis. Estos hechos conllevan a
replantearse la siguiente pregunta: jes la meningtis realmente un factor de “buen
prondstico” en la EM tal como se establece en los textos clasicos sobre esta
enfermedad?.

Por otro lado, del analisis comparativo entre el grupo de supervivientes y el
de fallecidos se encontré que en el grupo de pacientes fallecidos la media de cifra
absoluta de neutrofilos y de plaquetas fue menor (8.060/18.547 y 100.714/222.603

respectivamente). Este hecho coincide con lo observado por Peters y cols*’

en el que
se describe la presencia de neutropenia severa precoz y trombocitopenia como
factores de alto riesgo de desarrollar EM severa. No obstante, no se encontrd
diferencia considerable entre el valor absoluto de proteina C reactiva entre los

pacientes fallecidos y los supervivientes, no existiendo datos suficientes para poder

151



8. Discusion Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso

analizar el papel de la procalcitonina como predictor especifico de severidad de esta
enfermedad.
La mortalidad por EM en nuestra serie se sitia en el 4% mientras que otros

trabajos reflejan una mortalidad mayor, entre el 8-23%'%2%*

. Este hecho podria
explicarse teniendo en cuenta las distintas épocas en las que han sido llevado los
distintos estudios. Nuestro trabajo es reflejo de una época donde el 90% de los nifios
estan vacunados frente al meningococo C -el serogrupo con mayor letalidad- y el
diagnostico precoz vy el traslado rapido de estos pacientes a los centros de 3° nivel asi
como una mayor concienciacion de la poblacion para el reconocimiento rapido de la
enfermedad (aparicion de petequias) hacen posible el inicio rapido del tratamiento.

Los pacientes que fallecieron precisaron mayores voliumenes de expansion y
tratamiento inotropico que los demas a pesar de lo cual el resultado fatal fue
inevitable. Esto refleja que aquellos pacientes en los que la enfermedad
meningococica se presenta de manera mas agresiva el curso evolutivo no puede
modificarse a pesar de aplicar un tratamiento enérgico y precoz.

El serotipo de bacteria que mas afectd a la poblacion pediatrica espafola
entre los afos 2005 y 2008 fue el B. La mayoria de los casos estaban vacunados
contra el meningococo C lo que ha erradicado practicamente los casos de
enfermedad por menignococo C en nuestro pais. El meningoco B es que el mas casos
de enfermedad produce en el momento.

Tanto la escala MSSS de valoracion de la gravedad de la sepsis meningocica
como la escala PRISM de riesgo de mortalidad en el paciente pediatrico predijeron de
manera adecuada la evolucion. Asi los pacientes fallecidos presentaron un promedio
de 6 puntos de la escala de MSSS al ingreso (lo que supone una tasa de mortalidad del
74%); por otro lado segin la escala PRISM en los pacientes que fallecieron, el
promedio fue de 40 lo cual representaba un riesgo de mortalidad del 98%. En funcion
de nuestros datos, la escala PRISM tuvo una mejor capacidad predictiva que la escala
MSSS, a pesar de no ser una escala especifica de la enfermedad meningocdcica. Una
posible linea de trabajo, una vez identificados los factores mas influyentes en el
pronostico de la EM, seria disefiar o adaptar la escala PRISM a la enfermedad
meningococica.

En Espafa, al igual que en muchos otros paises de nuestro entorno, existe mas
letalidad por serogrupo C que por serogrupo B. La tasa de defunciones por B en la
temporada 05-06 fue la mas alta de los Gltimos 7 afios*'. La informacién sobre el
fenotipo (serotipo y sero-subtipo) de las cepas también es relevante en el momento

actual aunque la informacion de la que dispusimos en nuestro estudio fue muy
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limitada. Esto nos permitiria vigilar si aparecen cepas de serogrupos distintos al C
con las caracteristicas fenotipicas de éste (sugiriendo recombinacion capsular debido
a la presion de la vacuna sobre las cepas de serogrupo C) y detectar la emergencia de
nuevas cepas virulentas. Si este fendmeno se produjera se incrementaria el nimero
de cepas del grupo B con los sero-subtipos P1.5 o P1.2, 5, que son serotipos
frecuentes en el serogrupo C. En nuestro pais se ha observado un aumento
significativo de las cepas B P1.5. Otro aspecto a tener en cuenta es el
reemplazamiento clonal en las cepas del serogrupo C. En este sentido, se ha visto un
incremento de las cepas de serotipo 2a que han desplazado a las 2b que fueron mas
frecuentes en la década de los afos 90. Este reemplazamiento podria estar

relacionado con mayor letalidad observada para este serogrupo.
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8.2. POLIMORFISMOS GENETICOS COMO FACTORES DE RIESGO DE LA
ENFERMEDAD MENINGOCICA

Estudios recientes demuestran que ciertas alteraciones mitocondriales juegan
un papel relevante en la patogénesis de ciertas enfermedades?®?!"213.219.220.222
Algunas variaciones en el genoma mitocondrial han sido identificadas como factores
de riesgo de enfermedades complejas y multifactoriales.

La sepsis severa es un cuadro complejo, multifactorial y poligénico resultado
de una interaccion entre los factores genéticos del huésped, sus co-morbilidades
(infecciones viricas simultaneas, defectos de la inmunidad,...), factores ambientales y
los inherentes a la bacteria®®. El estudio funcional del genoma es el responsable del
mejor entendimiento de la gravedad y la predisposicion de muchas enfermedades
infecciosas?®. En los Gltimos afios se han llevado a cabo estudios que intentan
correlacionar las variaciones genéticas de los individuos con el riesgo y pronostico de
la sepsis severa. Sin embargo, los resultados de dichos estudios han carecido de
consistencia debido en parte a la heterogeneidad de los pacientes, los métodos de
replicacion empleados vy la falta de reproducibilidad.

El presente estudio trata de analizar si existe alguna variacion en el genoma
mitocondrial que aumente la susceptibilidad a la EM. Inicialmente se llevo a cabo una
estratificacion poblacional para excluir los casos y/o controles que no eran
espanoles. Asimismo, fueron excluidos aquellos pacientes que no repartaron una
ancestralidad europea o presentaban antepasados no europeos valorados éstos
mediante los AIMs para los casos y el GC2. Estos criterios fueron aplicados
rigurosamente en todos los pacientes con el fin de reducir al maximo posible el
posible factor de confusion derivado de la estratificacion poblacional.

El andlisis llevado a cabo entre la cohorte de casos y el GC1 indic6 que el
polimorfismo G11719A estaba fuertemente relacionado con la susceptibilidad a la
EM. Sin embargo, este resultado no pudo reproducirse en una segunda cohorte
independiente de controles (GC2). Por otro lado, en este segundo analisis se
encontré que otro posible SNPmt, el A4769G, como marcador de susceptiblidad, si
bien, con un valor de significacion estadistica limite. Dicho hallazgo, a nuestro
entender ambiguo, podria explicarse por dos razones. La primera es la presencia de
‘ruido’ derivado de la estratificacion poblacional que no pudo detectarse con las

técnicas empleadas en nuestro trabajo, puesto que los AIMs utilizados no fueron
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disefiados originariamente para la deteccion de diferencias entre poblaciones
europeas y por tanto seran ain menos eficientes para detectar patrones de variacion
en Espana. En al actualidad no existe un panel ideal para detectar la posible
estratificacion poblacional. La segunda razén es que posiblemente la deteccion de
estratificacion usando SNP autosomicos no es la mejor forma de detectar las
variantes de SNPmt en los distintos grupos poblacionales. Por tanto, para detectar
estratificacion poblacional en un grupo homogéneo de individuos, como ocurre en la
mayor parte del estado espafol, seria preciso emplear un panel de AIMs mas sensible.

Nuestro trabajo revela que el ADNmt parece no tener un papel en el aumento
de susceptibilidad a la EM asi como su forma de presentacion y pronostico, al menos
desde el punto de vista de los SNPsmt y las poblaciones empleados para tal fin. Sin
embargo, el presente podemos concluir que en los estudios de ADNmt existen
evidencias mas que suficientes para afirmar que pueden encontrarse asociaciones
positivas derivadas de una muestra insuficiente o la presencia de estratificacion
poblacional no detectada.

A pesar de constituir la serie mas larga de casos de EM estudiada desde el
punto de vista genético, no fue posible recoger una segunda muestra de casos de EM
debido a la baja prevalencia de la enfermedad. Por ello, consideramos necesario
replicar la asociacion surgida de la comparacion de la cohorte de casos con el GC1
con otro grupo de controles (GC2). Sorpresivamente, en este segundo grupo no se
encontraron evidencias de que nuestro mejor SNPmt (G11719A) no se asociaba con
la enfermedad. Asimismo, la correccion del efecto no deseable derivado del uso de
test multiples en relacion al incremento del error tipo | nos permitio ademas,
descartar la falsa asociacion también encontrada entre el haplogrupo U y el sindrome
de distrés respiratorio tipo adulto. Por otro, estre trabajo resalta también la
importancia de detectar las posibles falsas asociaciones que pueden hallarse en los
estudios de ADNmt.

Otros grupos?2226240 también han estudiado la sepsis grave desde el punto de
vista genético. En la década de los 90 se publicaron los primeros estudios que
identificaron dos polimorfismos del gen del factor de necrosis tumoral, el cual se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 6, asociandolo a una mayor mortalidad
en pacientes con sepsis grave o shock séptico. Recientemente Baudouin y cols'®
estudiaron la posible asociacion del haplogrupo H con la mortalidad en 150 pacientes
que ingresaron en UCI con sepsis grave. Se genotiparon 542 controles sanos de la
misma edad. Los autores observaron que la frecuencia de presentacion del

haplogrupo H no diferia entre los pacientes con sepsis y la poblacion control, por lo

155



8. Discusion Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso

que poseer dicho haplogrupo no parece ser un factor predisponerte para el desarrollo
de sepsis grave y el haplogrupo H es un factor independiente de mortalidad tardia (a
los 180 dias). La determinacion de un Unico polimorfismo puede producir resultados
discordantes por lo que algunos investigadores han realizado la determinacion de
haplogrupos (conjunto de alelos polimérficos que ocurren en un cromosoma) de un
determinado gen, analizando su asociacion con el prondstico. Asi se ha demostrado
en 228 pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica que el haplotipo
174/G1753C/2954G de la IL-6 de asocia a una menor mortalidad que los restantes
haplotipos de estos tres polimorfismos de un Unico nucleétido. De igual modo, se ha
demostrado que el haplotipo -592C/734G/3367G del gen de la IL-10 se asocia a una
mayor mortalidad en pacientes con sepsis, solo cuando el origen es pulmonar, pero
no en otros focos de infeccién'.

Las asociaciones esplreas pueden surgir de pequefas estratificaciones
poblaciones no identificadas, incluso habiendo filtrado aquellos pacientes con
diferente ancestralidad. El riesgo de asociaciones falsamente positivas en los
estudios de ADNmt debido al tamano de la poblaciéon efectiva es menor en los
estudios de ADN autosomico, ya que ademas la variabilidad del ADNmt esta

profundamente estructurada en los grupos de poblacion.
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8.3. POSIBLES LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS GENETICOS DE ASOCIACION

Los estudios de asociacion genética intentan responder a la pregunta: ;qué
papel juega el componente genético de los individuos en el desarrollo, forma de
presentacion y pronostico de las enfermedades?. En la figura 33 pueden observarse

las fases llevadas a cabo en el desarrollo de estos estudios.
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Figura 33. Fases de un estudio de asociacion genética para el estudio de las
enfermedades complejas. Adaptado de Salas y cols?.

Se han sefalado diferentes polimorfismos genéticos que podrian desempefar
un papel relevante en la susceptibilidad y el prondstico del huésped®''-¢%-6%71.74
767989238241 " Gin embargo, estos resultados han sido inconsistentes a la hora de
aportar conclusiones Utiles. Esto puede ser atribuido en gran medida a la

heterogeneidad de los pacientes seleccionados, los métodos empleados en la
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seleccion de casos y controles, el tamaio muestral, la falta de estratificacion
poblacional y la variabilidad de agentes causales de la enfermedad®*? (Ver figura
33). Si los casos y los controles no estan bien recogidos y el nimero de ellos no es el
adecuado, nos tendremos que enfrentar a problemas de interpretacién. Por ejemplo,
los casos y controles deben de pertenecer al mismo grupo poblacional, ya que de no
ser asi, es posible que determinadas variantes genéticas aparezcan como factores de
riesgo cuando en realidad no tienen que ver con la enfermedad (falsos positivos)??.
También, la probabilidad de determinar con éxito una relacion causal entre una
variante genética y una enfermedad depende en gran medida del tamaio muestral: si
la presunta asociacion genética es débil, necesitaremos tamafios muestrales mas
grandes (del orden de varios cientos o miles de casos y controles)?.

La estratificacion poblacional se refiere a la existencia de grupos
poblacionales con distintas caracteristicas genéticas representando a nuestra
muestra de casos y de controles. La estratificacion poblacional se considera el
“factor ruido” mas importante en los estudios de asociacion. Si los controles no son
lo suficientemente representativos de la poblacién de casos las asociaciones
estadisticas surgen de manera espuria debido a las diferencias poblacionales. Sin
embargo, la estratificacion actia de manera aleatoria en el conjunto de variables, y
una manera de minimizar su efecto es replicar las asociaciones en un segundo grupo
control, tal y como se ha hecho en el presente estudio. Existen otras maneras para
monitorizar la estratificacion, basadas fundamentalmente en el genotipado de SNPs
(autosdmicos) supuestamente neutros a la enfermedad, véase Genomic Control **, o
los métodos basados en Structure **#**, Sin embargo, es bien sabido en el campo de
la genética de poblaciones humanas, que el genoma mitocondrial (al igual que otros
marcadores de herencia estrictamente haplotipica como la parte no recombinantes
del cromosoma Y), esta fuertemente estratificado en las poblaciones. Por lo tanto, el
uso de marcadores autonomicos es seguramente ineficaz para monitorizar la
estratificacion en estudios basados en ADNmt debido a su falta de sensibilidad. En
nuestro estudio, se realizd un exhaustivo trabajo de estratificacion poblacional de la
muestra con el fin de eliminar la posibilidad de falsas asociaciones derivadas de este
problema, segln se muestra en la figura 32.

Un hecho contrastado es que a pesar de los muchos esfuerzos de genotipado,
son muy pocas las variantes polimorficas de riesgo que se han podido replicar en
estudios independientes. La estratificacion poblacional es probablemente el mayor
problema al que se enfrentan los estudios de asociacion. Se ha mencionado

anteriormente la necesidad de que los casos y los controles sean recogidos en el
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mismo grupo poblacional. Cuando se lleva a cabo el analisis estadistico de los datos,
a menudo estas diferencias poblacionales entre casos y controles que aparecen como
asociadas a la enfermedad, sin tener ninguna relacion con la patologia, dando lugar a
falsos positivos de asociacion.

Los datos publicados en la literatura médica sugieren que algunos
polimorfismos y/o mutaciones en algunos genes que codifican proteinas que
intervienen en la cascada de la coagulacion y la fibrindlisis podrian influir en la
patogénesis de la sepsis severa y el shock séptico. Sin embargo, un SNP puede a su
vez estar modulado por otro SNP y el conocimiento actual de estas interacciones es
limitado. Por ejemplo, la interaccion entre PAI-1 y el factor XIll ha mostrado que el
efecto protector del factor Xl Leu34 desaparece cuando existen altas
concentraciones de PAI-1 en plasma, lo cual ocurre en presencia del alelo PAI-1
4G™®, La seleccion de las variables clinicas de la enfermedad que se deben de
recoger en un estudio caso-control es importante ya que se podria encontrar
asociacion entre una variante genética y un aspecto concreto del comportamiento y
la evolucién de la enfermedad?.

Entre las multiples variables clinicas analizadas en el presente estudio, el
distrés respiratorio tipo adulto se asocio fuertemente con el haplogrupo U (regresion
logistica multinominal, p= 0,0025), siendo por tanto el haplogrupo U un factor
predictor del sindrome de distrés respiratorio tipo adulto (OR [95% CI] = 12.58 [2.41-
64.93]). Sin embargo, esta asociacion se perdio al ajustar el modelo mediante la
correccion de Bonferroni y considerando todo el conjunto de hipétesis planteado en
este estudio de asociacion (e.j. nimero de SNPs, haplogrupos, etc). La correccion de
Bonneferoni para los test multiples asume que todas las variables son contrastadas
con la misma probabilidad de asociacion sin tener en cuenta la influencia
(correlacion) de unas sobre otras. Ello conlleva a una “sobre-correccion”, es decir,
riesgo de no detectar una posible asociacion cuando ésta realmente existe (error tipo
II). Otros métodos para corregir por multiple test despejaron las dudas que podrian
quedar sobre la no asociacion del haplogroup U en la EM.

La variabilidad mitocondrial esta fuertemente estructurada en las poblaciones
humanas, incluso en grupos poblacionales geograficamente cercanos y que
comparten una ancestralidad comUn. Este es el caso de las poblaciones de la
peninsula Ibérica analizadas en el presente estudio, por ello los estudios caso-control
realizados deben de utilizarse al menos dos grupos control que permitan evaluar de
una manera mas objetiva la posibilidad de que determinadas asociaciones

estadisticas sean asociaciones espurias debido a estratificacion poblacional. En el
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caso de la enfermedad meningococica, este ejercicio suple en gran medida las
limitaciones que existen para recoger una segunda muestra de pacientes que pudiera
servir de poblacion de réplica, ya que es extremadamente complicado dada la baja
prevalencia de la enfermedad.
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“No basta con alcanzar la sabiduria, es necesario saber
utilizarla”.

(Marco Tulio Cicerén)
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1. El presente trabajo constituye el estudio mas amplio y detallado, en
cuanto a tamafno muestral y nimero de variables analizadas, llevado a
cabo en el mundo sobre el conocimiento de las bases genéticas de la
enfermedad meningococica.

2. La enfermedad meningocécica se presenta con mayor prevalencia en la
zona norte de la Peninsula Ibérica aunque no hemos identificado
factores genético-mitocondriales o ambientales que expliquen estas
variaciones geograficas en la prevalencia de la enfermedad.

3. La sobre-representacion de la variante del SNPmt G11719A hallada
tras la comparacioén de los casos con el primer grupo control (GC1) no
fue observada tras la comparacion de los casos con un segundo grupo
control (GC2), por lo que no puede establecerse asociacion entre dicha
variante y la enfermedad meningocdcica.

4, El distrés respiratorio tipo adulto parecia estar asociado (valor
nominal) con el haplogrupo U. No obstante, esta asociacion se perdio
al ajustar el analisis mediante la correccion de Bonferroni.

5. Dada la probabilidad de encontrar una falsa asociacion positiva entre
un determinado SNP y la enfermedad meningocdcica, y a falta de una
segunda/tercera cohorte de replicacion/confirmacion, dicha
asociacion debe ser al menos replicada en otros grupos control
independientes.

6. Las asociaciones espurias pueden ocurrir con facilidad en los estudios
de asociacion debido a los problemas de estratificacion poblacional no
detectados. El riesgo de asociaciones falsamente positivas es mayor en
los estudios de ADNmt dado que el tamafno efectivo de poblacion es
mas bajo que en los estudios con ADN nuclear, lo que deriva en una
mayor diferenciacion inter-poblacional.

7. Son necesarios AlMs (ancestry informative markers) mas sensibles para
la estratificacion estricta de grupos poblacionales limitados al
territorio espanol.

8. Nuestro estudio excluye con rotundidad el sustrato genético
mitocondrial de la enfermedad meningocdcica y deja en entredicho las
asociaciones previamente referidas en la literatura entre enfermedad

bacteriana grave y ADN mitocondrial.
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9. La forma clinica de presentacion mas frecuente es la pUrpura siendo el
rash petequial la expresion clinica predominante. Dichas formas de
expresion son significativamente mas frecuentes en los pacientes con
sepsis con/sin meningitis que en aquellos que soélo presentan
meningitis.

10. La gran mayoria de los casos y exitus de enfermedad meningocdcica
que se producen en nuestro pais son producidos por el serogrupo B.
11.No hemos identificado ningln marcador analitico -incluyendo
reactantes de fase aguda como procalcitonina, proteina C reactiva y

velocidad de sedimentacion globular- que posea valor prondstico.

12. No existen diferencias significativas en cuanto al tiempo medio entre
la aparicion de sintomas y signos (petequias) y el ingreso hospitalario
entre los pacientes supervivientes y los éxitus. Si bien, el tiempo
medio de estancia hospitalaria es significativamente menor entre los
fallecidos ya que suelen hacerlo en las primeras 24 horas del ingreso.

13. El riesgo de secuelas en la enfermedad meningocécica es moderado en
nuestro medio, siendo las mas frecuentes las amputaciones y la
necesidad de injertos cutaneos.

14. La tasa de mortalidad por enfermedad meningocdcica en Espana es
moderada y, en general, consecuencia de una disfuncion organica

multiple.
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“El futuro pertenece a quienes creen en la belleza de sus

suenos”.

(Eleanor Rooselvelt)
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El screening genético como herramienta de evaluacion de factores de riesgo
individual de una enfermedad infecciosa proporcionara una vision molecular de la
interaccion entre el patogeno y el huésped lo cual revelara nuevas dianas
terapéuticas dirigidas al desarrollo de nuevos farmacos y vacunas. En la figura 34 se
representa de manera esquematica las fases del conocimiento de las enfermedades.
El mayor conocimiento de la medicina molecular generara un cambio en la practica
médica que basara sus tratamientos en mecanismos moleculares de la enfermedad

infecciosa en vez de terapias empiricas.
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Figura 34. Evolucion en el diagnéstico y el grado de conocimiento de las

enfermedades.

El desarrollo de agentes inmunomoduladores de la respuesta inflamatoria
constituye todavia hoy un reto y supone una linea prometedora de investigacion de
las bases inmunologicas de la enfermedad. El conocimiento de esta sofisticada
fisiopatologia permitira llegar a suprimir los procesos nocivos y mantener activos
aquellos que aportan beneficios en la lucha del huésped contra la infeccion.

Asimismo, el conocimiento de las caracteristicas de la bacteria, su
comportamiento en el huésped y la respuesta inflamatoria desencadenada permitira
desarrollar vacunas frente al meningococo B como se estd realizando en la
actualidad. El conocimiento de las variantes genéticas del huésped permitira
individualizar el tratamiento en base a las distintas formas de presentaciéon de la

enfermedad.
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El presente trabajo constituye el estudio mas amplio y detallado, en cuanto a
tamano muestral y nimero de variables analizadas, llevado a cabo en el mundo para
el estudio de las bases genéticas de la enfermedad meningocdcica hasta el momento
actual. No obstante, dicho analisis recoge tan sélo el 60% de los casos de enfermedad
meningocica presentados durante el tiempo de estudio. Por tanto, tras una primera
fase de creacion de la red nacional para el estudio de la enfermedad meningocécica
(ESIGEM - www.esigem.org) llevada a cabo a raiz de este proyecto, sera necesaria
una segunda fase de consolidacion y mantenimiento de esta red con el fin de
mantener activo el reclutamiento de casos e iniciar el abordaje de otros aspectos

“omicos” de la enfermedad meningocdcica.

En esta misma linea, la red ESIGEM forma parte del Consorcio
Internacional de Enfermedad Meningococica, y lidera su red clinica y
biobanco. Este consorcio ha puesto en marcha un proyecto de colaboracion
europea (EUCLIDS) cuyo objetivo principal es realizar un abordaje
“wholeomico” de la enfermedad meningocdcica, que incluya no solo los
aspectos genomicos, sino también metaboldmicos, transcriptdmicos, o

vacundémicos, entre otros (www.wholeomics.org). De entrada se realizara el

analisis del genoma completo mediante un GWAS, con el fin de encontrar
en el ADN nuclear posibles variables que se relacionen con un aumento de
la susceptibilidad a la enfermedad meningocdcica, el riesgo de mortalidad
y/o las formas de presentacion clinica.

Asimismo, a partir del presente estudio se desarollaran distintos
proyectos tales como: analisis de rutas (pathaways), analisis de interaccion génica
(epistasis), mapeo fino de genes o rutas por (ultra)-secuenciacion, réplica de los
mejores SNPs candidatos en otras cohortes de equipos colaboradores,
transcriptéomica, interaccion gen-gen host-microorganism.

Ademas, con el desarrollo de las nuevas vacuans proteicas frente a
meningococo B, nuestra linea de trabajo podra permitir la identificacion de nuevas
dianas de evaluacion de la eficacia de las mismas, asi como mejorar el conocimiento
de la relacion microorganismo-huesped, antigeno vacunal-huesped.

Nuestro trabajo de investigacion ha logrado un avance en el conocimiento de
la enfermedad meningocdcica describiendo el comportamiento de la enfermedad en
nuestro pais y acercandose a comprender mejor su fisiopatologia estudiando la
respuesta del huésped desde un punto de vista de la genética mitocondrial. Este ha
sido el punto de partida de futuras investigaciones que ayudaran a entender la

compleja interaccion entre la bacteria, el medioambiente y el huésped, inicialmente
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centrado en la enfermedad meningococica, pero seguramente extrapolable a otros

modelos de enfermedad bacteriana grave. En ello estamos, por ello apostamos.
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ANEXO |

“Si una persona es perserverante, aunque sea
dura de entendimiento, se hara inteligente; y
aunque sea débil se transformara en fuerte”.

(Leonardo Da Vinci).
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A. Protocolo de recogida de datos.

Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
niversitario de A .
Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Instrucciones de cumplimentacién y envio del formulario:
- Porfavor rellene con la maxima precision el cuestionario en TODOS sus apartados.
- Utilice los menus desplegables, y consulte los apéndices cuando sea necesario.
- Una vez cumplimentado el protocolo guarde el archivo con el nombre “cédigo de su ceniro--
numero paciente-primer apellido paciente-segundo apeilido paciente” (ejemplo: 001-003-
Perez-Sanchez)

- Una vez completado, enviar a la direccion federicomartinon@telefonica.net o

fedemartinon@movistar.com. Gracias.

Cadigo del hospital:
Protocolo n°:

Prospectivo o Retrospectivo:

N° de historia del paciente:

Nombre médico que cumplimenta protocolo:

Datos generales y de filiacion genética del paciente:

Sexo: --

Raza/Etnia/Grupo poblacional:-------------------—- Nivel socioeconémico:-------
Fecha de Nacimiento (dd/mm/aaaa):

Edad (afios y meses):

Localidad origen: Provincia:

Localidad (probable) de contagio: Provincia:

Diagndstico(*ver apéndice pag 6 a 9):--——----------—------—-—--

Grado de seguridad diagndstica (*ver apéndice pag. 6 a 9): -------=---------
Localidad (Provincia) de nacimiento nifio:

Localidad (Provincia) de nacimiento padre:
Localidad (Provincia) de nacimiento madre:
Localidad (Provincia) de nacimiento abuelo paterno:
Localidad (Provincia) de nacimiento abuela paterna:
Localidad (

Localidad (Provincia) de nacimiento abuela materna:

Provincia) de nacimiento abuelo materno:

Fecha ingreso en hospital (dd/mm/aaaa):

Tiempo de evolucién desde inicio cuadro hasta el ingreso (horas):
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Hospital Psiquiético-P/Martin Herrera, 2-Tel. 881 851 800-Fax 981 951 80115706 Santiago
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Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
niversitario de R .
Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Tiempo de evolucién desde la aparicion de las primeras lesiones cutédneas hasta el
ingreso (horas):
Ingresé en UCIP: []1Si [ No
Duracion estancia en UCIP (dias) [especificar decimales, especialmente en el caso de
estancias menores de 24 horas, ejemplo 18 horas=0,75 dias]
Duracion estancia hospitalaria total (dias): [especificar decimales, especialmente en
el caso de estancias menores de 24 horas, ejemplo 12 horas=0,5]
Fecha de [] Alta / [] Exitus: (formato dd/mm/aa)

Si procede - especificar causa del exitus (especificar):

Estado al alta UCIP: ----- Estado al alta hospital ----

Estado a los 30 dias ---- Estado a los 90 dias ----

Antecedentes del paciente

Familiares en 1° o 2° grado con:
¢ Enfermedad meningocdcica --
e Meningitis --
o Inmunodeficiencia congénita o adquirida -- (especificar si procede):
e Enfermedad hereditaria: -- (especificar si procede)
e Otros (especificar):
Antecedentes personales de:
e Meningitis bacteriana --
¢ Otras infecciones graves que requiriesen ingreso --
o Inmunodeficiencia congénita o adquirida: -- (especificar si procede):
e Tratamiento con inmunosupresores: -- (especificar si procede):
¢Vacunado frente a meningococo? --
Recibié tratamiento antibidtico previo al ingreso:--

= Si procede especificar cual y durante cuantos dias

Datos microbioldgicos

Visualizacién de diplococo gram negativo (meningococo): ---------

Pruebas réapidas - deteccion de antigenos polisacaridos de meningococo:
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_ Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel, 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Pestal: Hospital Glinico Universitario-Travesia Choupana, s/n - 15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-GIF.: Q1500259 ~ Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 981 956 000-15706 Santiago -
Hospital de Conxo-R/Ramon Baltar, s/n-Tel, 981 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM

»] Universitario de

Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Aislamiento de Neisseria Meningitidis en:[se pueden sefalar varios]:
[INo aislado [] Sangre, [ JLCR, [ ]Petequias,[ Jotro (Especificar)
Serogrupo aislado: -- Serotipo aislado: Serosubtipo:

MIC (concentracién minima inhibitoria) penicilina: MIC cefotaxima:

Serologia de N meningitidis: ------------------

Diagnésticos [Ver anexo para definiciones — pags 6 a 9]

Diagnéstico clinico: ------ Meningitis meningococica: ---
Disfuncién cardiovascular: -- Disfuncién neurolégica --
Oligoanuria --: Disfuncién renal --
Disfuncién respiratoria -- Lesién pulmonar aguda --
SDRA -- Disfuncién hematoldgica --
Coagulacion intravascular diseminada -- Disfuncién hepatica --

Otros (gastrointestinal, cardiolégico, especificar):

Datos clinicos:

Parpura -- : Lesién predominante: --------
- Extension (Porcentaje de superficie corporal afectada por alguna lesion
petequial/equimdtica/hemorragica):
Compromiso vascular distal -- Especificar a continuacion:

- Localizacién (Senalar la/s que correspondan):

= MSD --, gravedad(*): .., nivel [**]:
= MSI --, gravedad(*): .., hivel [**]:
= MID --, gravedad(*): .., hivel [**]:
= MII --, gravedad(*): .., nivel [**]:

. *Gravedad de 1 a 10: (impresidn clinica graduada de 1-leve a 10-necrosis posiblemente irreversible)

. **pNjvel: limite de extension maxima compromiso vascular distal (dedos, mano, muiieca, antebrazo, brazo)

Hipotensiodn refractaria durante las dos primeras horas: --
Puntuacion en la escala de coma de Glasgow (ver apéndice pags 11y 12):
- Al ingreso:
- Peor registrado (a las horas):
PRISM (Pediatric Risk of Mortality score) * calcular con los peores valores registrados
en las primeras 24 horas o hasta que el paciente fallece si lo hace antes de 24 horas:

*(ver apéndice pag 13 o calcular online en: http://www.sfar.org/scores2/prism2.html)
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(o) Universitario de

L=

Santiago de Compostela

Puntuacién en el score Castellanos/MSSS * calcular con los peores valores registrados

en las primeras 2 horas del ingreso en UCIP:

Protocolo ESIGEM

Formulario Recogida Datos

online en: http://www.sfar.org/scores2/msss2.html)

Datos analiticos (peores registrados en las primeras 24 horas de ingreso):

NO© total de leucocitos (cel/mm?):
NO total de plaquetas:

pCO, (mmHg)

Bicarbonato (mmol/L)

Pa03 arerial /FiO3:

Calcio (mg/dl):

Troponina (ng/ml):

CK-MB (U/L):

Urea (mg/dl):

Tiempo de protrombina (TP o Quick) (en segundos):

Tiempo de tromboplastina (TTP) (en segundos):

Porcentaje de cayados (%):
pH
Exceso de bases (mmol/L):
Lactico sérico (mg/dl):
Potasio (meg/I):
Glucosa (mg/dl):
CK (U/L):
Creatinina (mg/dl):
Fibrinégeno (mg/dl):

(en %): INR:
(en %):

Productos de degradacién de fibrinégeno (PDF) (microgr/ml):

Dimero D (nanogr/ml):
Proteina C (%) (si disponible):
Procalcitonina (ng/ml):

VSG 12 hora (mm):

Cortisol:

Datos sobre el tratamiento

Antitrombina III (%):

Proteina S (%) (si disponible):
Proteina C reactiva:

Anélisis LCR (n© celulas):

ACTH:

Expansores plasmaticos en las primeras 2 horas --

Aminas -- :

+ Noradrenalina --

*(ver apéndice pag. 14 o calcular

¢ Dopamina --
+ Dobutamina --
¢ Adrenalina --

¢ Fenilefrina --

dosis méaxima (microgr/kg/min)
dosis maxima (microgr/kg/min)
dosis méxima (microgr/kg/min)
dosis méxima (microgr/kg/min)

dosis méxima (microgr/kg/min)

¢ Milrinona -- dosis maxima (microgr/kg/min)

Duracidn total en dias de tratamiento vasopresor:

Protocolo ESIGEM 04R8
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[ Complexo Hospitalaria Protocolo ESIGEM
(GRp)  Universitario de : .
Al Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos
Derivados sanguineos:[se puede sefialar mas de uno]:
[ plasma fresco [_| concentrado hematies [CJeconcentrado plaquetas
] inmunglobulina inespecifica [] otros (especificar)

Antibidticos [se puede sefialar mas de uno]
[cefotaxima [ Jceftriaxona [Jvancomicina [teicoplanina
[meropenem  [otros (especificar):

Soporte respiratorio
[NO [ oxigenoterapia [] VNI [J intubacién y ventilacién asistida

Si estuvo intubado, duracion de la intubacion (dias):

Corticoides:-- Terlipresina -- RTPA: --
Anticoagulantes naturales [se puede sefialar mas de uno]

] Proteina C [ JProteina C activada [ ] antitrombina I1I [Jotros
Hemofiltracion -- - Duracién (dias)
Plasmafiltracion --  N© ciclos: volumen total de plasma intercambiado
(litros):

Otros tratamientos (especificar):

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel, 981 951 900-Fax 981951 901-15706 Santiago

Datos evolucién / pronéstico:

Escala prondstica Glasgow (Ver apéndice pag 15):
Al alta: A los 3 meses: A los 6 meses:

Escala de rendimiento global (POPC) (Ver apéndice pag 15):

Al alta: A los 3 meses: A los 6 meses:
Preciso o precisara injertos cutédneos -- — especificar % superficie corporal:
Presenta amputaciones -- - Especificar localizacion y nivel de amputacion (ejemplo:

MSD: 2 falanges terminales, 1 falange proximal; MII pierna tercio distal...
¢ MSD --, especificar:

¢ MSI --, especificar:

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sm-Tel, 81 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

e MID --, especificar:

e MII --, especificar:

Direceion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Ghoupana, sin -15706 Santiago-Tel, 881 950 000-Fax 981 950 454.CIF.; Q1500259E — Hospital Gil Casares- ravesia Choupana, s/n-Tel, 981 956 000-15706 Santiago —

Observaciones, Comentarios y Sugerencias:
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oy Compleso Hospitalario Protocolo ESIGEM
niversitario de i

2l Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos
ANEXOS

Definiciones de SIRS/sepsis/shock(*):
(*)Goldstein et al. Pediatr Crit Care Med 2005;6:2-8

- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS): Al menos
cumplird 2 de los siguientes cuatro criterios, y uno de los cuales debe ser
necesariamente el 10 o el 29

1. Temperatura central >38,5°C o < 36°C

2. Leucocitosis, leucopenia, o desviacion izquierda para la edad (en
general >12.000/mm?, <4000 mm® o >10%, respectivamente)

3. Taquicardia: frecuencia cardiaca dos desviaciones estandar por
encima de lo normal para la edad en ausencia de estimulos externos,
drogas o estimulos dolorosos, frecuencia persistentemente elevada

entre 3 minutos y 4 horas, y no explicable de otra manera; o en

Hospial Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2.Tel. 081 951 000-Fax 981 951 901-15706 Santiago

nifios de menos de 1 afio bradicardia (frecuencia por debajo del

percentil 10 para la edad en ausencia de drogas o estimulos vagales,
o enfermedad cardiaca congénita) o disminucion persistente al menos
30 minutos no explicable de otro modo.

4. Frecuencia respiratoria 2 desviaciones estandar por encima de la
correspondiente a la edad, o ventilacion mecanica por un proceso
agudo no relacionado con la enfermedad neuromuscular subyacente
o la realizacién de anestesia general.

- Sospecha de infecciéon: Sindrome clinico altamente sugestivo de

Hospital de Conxo-R/Ramon Baltar, <in-Tel. 981 951 000-Fax 081 531 255-15706 Santiago

infeccion por los hallazgos en el examen clinico y/o las pruebas
complementarias

- Petequias y/o purpura con inestabilidad hemodinamica

Direccién Postal: Hospital Glinico Universiario-Travesla Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 981 850 454-CIF.: Q1500259 - Hospital Gil Ca sares- travesia Choupana, sin-Tel. 981 956 000-15706 Santiago -

- Fiebre, tos, hipoxemia, leucocitosis e infiltrados pulmonares
- Abdomen distendido timpanico, fiebre y leucocitosis, perforacion

intestinal
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Hospital de Conxo-R/Ramon Baltar, sin-Tel, 981 951 000-Fax

Direccion Postal: Hospital Glinico Universitario-Travesia Choupana, /n -15706 Sas

Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM

1 Universitario de

Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Infeccién confirmada o probada: Aislamiento, Visualizacion o PCR
positiva del germen responsable

Sepsis: SIRS en presencia de o como resultado de una infeccion
sospechada o confirmada.

Sepsis severa o grave: Sepsis mas la presencia de disfuncion
cardiovascular, o sindrome de distrés respiratorio agudo, o dos o mas
disfunciones de otros 6rganos (hepatico, hematoldgico, renal, neuroldgico o
respiratorio).

Shock séptico: Sepsis y disfuncion cardiovascular.

Disfuncidén cardiovascular: Presencia de uno de los siguientes criterios a
pesar de la expansion isotonica de la volemia con al menos 40 ml/kg en 1
hora

- Hipotension (tensidn arterial sistdlica por debajo del percentil 5 o
por debajo de dos desviaciones estandar para la edad)

- Necesidad de drogas vasoactivas para mantener la tensidn arterial
en el rango normal (dopamina >5 micrgr/kg min, o dobutamina,
adrenalina o noradrenalina a cualquier dosis)

- Dos criterios de los 5 siguientes:

= Exceso de bases < -5 mmol/I

= Lactato arterial > 36 mg/dl o0 2 mmol/I

= OQOliguria (< 1ml/kg/hora)

= Relleno capilar alargado (> 5 segundos)

= Temperatura diferencial central periférica > 30C
Disfuncién respiratoria:

- Pa0Oy/Fi0, < 300 en ausencia de enfermedad cardiaca cianética o
enfermedad pulmonar previa

- PaC0; > 65 mmHg o 20 mmHg por encima del basal

- Necesidad de FiO, > 50% para mantener Sat0,>92%

- Necesidad no electiva de ventilacion mecanica invasiva o no

invasiva

Protocolo ESIGEM 04R8
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N ﬁ°'.""'ef‘° Hospitalario Protocolo ESIGEM
arwed Universitario de .
Al Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Hospital Psiquidtrico-P/Martin Herrera, 2-Tel, 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universtario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel, 981 950 000-Fax 881 950 454-CIF.; Q1500259 — Hospital Gi Casares- travesia Choupana, s/n-Tel, 881 956 000-15706 Santiago —
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Disfuncidon neurolégica: Puntaje en la escala de Glasgow < 11 o cambio
agudo en el puntaje de Glasgow > 3 puntos con respecto al puntaje basal.
Disfuncién hematolégica: Plaquetopenia (<80.000 plaquetas/mm® o
descenso del 50% con respecto al valor mas alto registrado en los tres dias
previos), o INR> 2.

Disfuncién renal: Creatinina sérica mas de dos veces por encima del
limite normal para la edad, o incremento dos veces por encima del valor
basal

Disfuncién hepatica: Bilirrubina total > 4 mg/dl, 6 GOT/ALT dos veces
por encima del limite normal para la edad.

Lesion pulmonar aguda: Pa0,/FiO, < 300, con infiltrados bilaterales, de
instauracion aguda y en ausencia de fracaso cardiaco izquierdo.
Sindrome de distrés respiratorio agudo: Pa0,/Fi0O, < 200, con
infiltrados bilaterales, de instauracion aguda y en ausencia de fracaso
cardiaco izquierdo.

Hipotension refractaria: Hipotension arterial sistdlica (por debajo
percentil 5 o dos desviaciones estandar para la edad) que no se normaliza
en las primeras dos horas del ingreso en UCIP a pesar de un tratamiento

optimo con volumen (>40 ml/kg) y drogas vasoactivas.
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Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Traves a Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259 — Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel 881956 000-15706 Santiago —

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 51 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

o Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
niversitario de i
iall Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Definiciones Enfermedad Meningocécica(*)
(*) CIE-9-MC036; CCDR 2005;31:31S1; CDC 2005

Meningitis Meningocécica: Cultivo positivo en LCR para Neisseria
meningitidis y/o mas de 20 leucocitos/mm® en LCR y clinica compatible,

y/0 hallazgos compatibles en la autopsia

Menginococemia: Presencia de Neisseria Meningitidis en sangre.

Sospecha clinica de enfermedad Meningocécica: Rash purpurico y/o
petequial junto con meningitis y/o sepsis, y/o la ausencia de evidencias
alternativas que justificquen el cuadro clinico. También se considerara
cualquier cuadro clinicamente compatible en el que exista la evidencia de

un contacto estrecho con un caso confirmado en los 60 dias previos.

Caso probable de enfermedad Meningocoécica: Sospecha clinica de
enfermedad Meningocacica junto con:
o El hallazgo de diplococos gram negativos en sitios normalmente
estériles o en aspirado/frotis de lesiones petequiales/purpuricas, 6
o La presencia de antigenos de meningococo en sangre, LCR u orina.
o Hallazgos serolégicos compatibles (titulos elevados de IgM, o
elevacion significativa de los titulos de IgM o Ig G frente a antigenos

de proteina de membrana externa de N. meningitidis)

Caso confirmado de enfermedad Meningocécica: Aislamiento de
Neisseria meningitidis o presencia de ADN de meningococo (PCR) en un
sitio normalmente estéril (sangre, LCR,...)y/o en aspirado/frotis de lesiones

petequiales/purpuricas.

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag.9 de 15 DE:] SERGAS
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Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 300-Fax 981 951 501-15706 Santiago

Direccién Postal: Hospital Clinico Universitario-Traves ia Choupana, s/n - 15706 Santiago-Tel, 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259E — Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel, 981 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramon Baltar, si-Tel. 581 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago _
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ANEXOS Recogida Datos

Protocolo ESIGEM

Percentil 5 y 95 de constantes vitales segin edad

(*)Goldstein et al. Pediatr Crit Care Med 2005;6:2-8

Taquicardia | Bradicardia | Taquipnea | Leucocitosis Tensién

(Ipm) (Ilpm) (rpm) Leucopenia arterial

(x10°/mm?) sistélica
1mes-1 afio | >180 < 90 >34 >17.50 <5 <75
2-5 afios >140 --- >22 >15.50 <6 <74
6-12 afios >130 === >18 >13.50<4.5 | <83
13-18 afios >110 === >14 >110 <45 <90

Protocolo ESIGEM 04R8
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5 Cormplexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
- niversitario de A
Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escala de coma de Glasgow

ACTIVIDAD MEJOR
RESPUESTA

Apertura de Ojos:
Espontanea: ...
Al hablarle: ....
Al dolor: ......

H N W »

AUSENCIa: ..icveeereirrarerearaeas
Verbal:

Orientado: ......ccoveiiinannanans

Confuso: ....c.cceveieirererennans

Palabras inadecuadas: ......

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herera, 2-Tel, 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Sonidos inespecificos: .......

H N W b 0

Motora:
Obedece drdenes: .............
Localiza dolor: ........ccceuueeee
Retirada al dolor: ..............
Flexién al dolor: .......c..cccuu..

Extensién anormal: ............

H N W ;b 0O

AUuSsencia: ..cocvirrrrrinrnsrenaas

Direccién Postal: Hospital Glinico Universtario-Travesia Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 381 950 000-Fax 381 350 454-CIF.: (11500259E - Hospital Gil Ca sares- travesia Choupana, s/n-Tel, 581 355 000-15706 Santiago -
Hospital de Cono-R/Ramon Baltar, /n-Tel, 981 951 000-Fax 881 531 255-15706 Santiago.

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 11 de 15 DE:] SERGAS
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> Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
= niversitario de A
Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escala de coma de Glasgow Modificada para Lactantes

ACTIVIDAD MEJOR
RESPUESTA

Apertura de Ojos:
Espontanea: .....cccccerinirernnanans
Al hablarle: .....ccccveiieinnininainas
Al dolor: ..

= N W bk

AUSENCIA: irurrmrnrimrnrrrrra s

Verbal:
Balbuceo: ...cccvveiivrrmrarnneaaa
Irritable: ....cciiveiiir e

Llanto al dolor: ......cccvvevinnnness

Hospital Psiquiatico-PMartin Herrera, 2-Tel, 981 951 900-Fax 981 951 301-15706 Santiago

Quejidos al dolor: ........cceveeees

= N W &~ U0

1, 981 850 000-Fax 981 950 454-CIF : Q1500259E ~ Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel, 981 956 000-15706 Santiago —

25515706 Sanfiago
>
o
1]
[}
=
Q,
Q

Motora:
Movimientos espontaneos.....
Retirada al tocar: ..........oeueee
Retirada al dolor: .................
Flexion anormal: ........ccccvavee

Extension anormal: ..............

= N W, 01 &

AUSENCia: iicrvererrrrrrrrrr s

Hospital de Conxo-RiRamon Baltar, sin-Ted 981 95 1 000-Fax 981

4
a
g
g
2
5
{
£
&
=2
2
4
g
H
3
§
5
]
g
H
E
£
H
H
8
=]
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Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
w2 Universitario de .
2l Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos
Pediatric Risk of Mortality Score (PRISM) *
*Puede calcularlo online en: htt| www.sfar.org/scores2/prism2.html
< 1 afio TODOS > 1 afio| Puntaje

130-160 150-200 2
‘ 55-65 65-75 2
TAS (mm Hg) > 160 > 200 6
: 40-54 50-64 6
§ < 40 <50 7
i TAD (mm Hg) > 110 6
iz i ) > 160 > 150 4
;E Frecuencia cardiaca (Ipm) <90 <80 4
;é Frecuencia respiratoria N >1-70 !
I > 90 > 70 5
%% (rpm) Apnea Apnea 5
if Pa0,/Fi0, - z
5; < 200 3
EE PaCO, (mmHg) >1-65 .
§E > 65 5
$i Glasgow <8 6
fj .. B anisocoria/midriasis 4
;é Reaccién pupilar fijas y midridticas 10
8z TP/TPT > 1,5 veces/control 2
}§ Bilirrubina total (mg/dl) > 3,5en > 1 mes 6
g§ 3-3,5 1
. 6,5-7,5 1
f Potasio (mEq/I) <3 5
ﬁ > 7,5 5
”:; 7-8 2
i R 12-15 2
]U Calcio (mg/dl) <7 6
4 > 15 6
Z 40-60 4
H 250-400 4
£ Glucosa (mg/dl) < 40 8
> 400 8
carb | <16 3
Bicarbonato (mEq/l) .32 3

Protocolo ESIGEM 04R8
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o ormpleso Hospitalario Protocolo ESIGEM
= niversitario de .
LAl Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Score Castellanos — MSSS

(menigococcal septic shock score)*

*Utilizar los peores valores registrados en las primeras 2 horas del ingreso en UCIP. Puede

calcularlo online en: http://www.sfar.orq/scores2/msss2.html

SI | NO

Hipotension refractaria”

Exceso de bases > 10 mmol/L

Glasgow < 8

Leucocitos < 4000/mm?

e IS Y N
ol Ol o] ol ©

Tiempo de tromboplastina (TTP) >

150%
Cianosis 2 |0
Oliguria™ 1

Hospital Psiquidtico-PMartin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 881 951 001-15706 Santiago

Definiciones(*)

- Hipotension: Presencia de hipotension (TAS < 75 mmHg en nifios menores
de 4 afios, y < 85 mmHg en nifios mayors de 4 afios) en las primeras 2 horas
del ingreso a pesar de una resucitacion liquida adecuada (carga de liquido >
20 ml / kg) y tratamiento con dopamina o dobutamina > 5 pg/kg.min o con
adrenalina o noradrenalina > 0.1 pg/kg.min.

- Oliguria: diuresis < 1 mL/kg.h durante al menos una hora.

Interpretacién de la escala:
- Riesgo débil (< 3)
- Riesgo intermedio (4-5)

Hospital de Conxo-RiRamon Baltar, sin-Tel 081 951 000-Fax 981 531 26515706 Santiago.

- Riesgo alto (>6)

Direccitn Postal: Hospital Glinico Universiario-Travesia Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 581 850 000-Fax 381 950 454.IF : Q11500258E  Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel. 981 355 000-15706 Santiago -
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Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
Universitario de

Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escalas de valoracién pronéstica

A/ Escala pronéstica Glasgow

dependiente)

. 1 Muerte

5 2 Estado vegetativo (incapaz de interaccionar con el entorno)

% 3 Discapacidad severa (entiende y obedece ordenes, pero es
8

706 Santiago

4 Discapacidad moderada (el paciente es capaz de defenderse por si

mismo, pero no de reincorporarse a su vida normal previa (colegio,
trabajo...))
5 Discapacidad leve o no discapacidad (puede reintegrarse en su vida

normal, ir al colegio...)

H
5
g
k]
bt
£
5
£
£
2
4

Hospial Psiquid

B/ Escala de rendimiento global (POPC)

1. Actividad NORMAL para su edad.

2. Problemas fisicos MENORES (producen limitacion pero permiten

g
H
8
£
g
2
8
&
H
2
g
4
]
<
s
3
3
g
g
z
g
g
g
8
2
3
g
a
g

1000-Fax 381 531 25515706 Santiago.

actividad dentro de la normalidad).

3. Condiciones fisicas o médicas que LIMITAN las actividades de la
vida diaria.
4. DEPENDIENTE de los demads.

COMA. Estado vegetativo

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Te

Direccién Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 15 de 15 DE:] SERGAS

209



Anexo | Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso

B. Consentimiento informado.

Consentimiento Informado Protocolo ESIGEM (2° fase] - www.esigem.org

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocdcica (E.S.I.G.E.M.)

Formulario de Consentimiento Informado (Original)

A. INFORMACION

Las infecciones por meningococos son enfermedades muy graves, con alto
riesgo de mortalidad o secuelas. Los estudios genéticos y funcionales pueden
ayudar a conocer mejor la enfermedad y podrian ayudar a prevenirlas y tratarlas.

Los estudios genéticos y funcionales pueden ser muy diversos. En este caso
nos referimos al andlisis en el ADN, el ARN, las citoquinas y los mediadores
proteicos extraidos de una muestra de sangre y otra de saliva, de una serie de
genes y parametros que podrian estar relacionados con la respuesta a la infeccion
por meningococo. Estos anélisis no pueden realizarse de otra manera y no suponen
riesgos adicionales para el paciente. Se obtendrd la muestra aprovechando una
extraccion obligada.

El estudio incluye también un cuestionario sobre antecedentes personales y
familiares. La finalidad de la investigacion es mejorar los conocimientos sobre la
patologia que afecta a mi hijo/a y no supone ningun beneficio directo para él/ella.
La participacién es voluntaria y la no aceptacién de participar en este estudio no
repercutird en los cuidados médicos de mi hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no sera informado de
los resultados de los estudios genéticos que se realicen, salvo peticion expresa y
cuando estos estuviesen disponibles al final del estudio. Dichos resultados seran
remitidos a una publicacién cientifica para su difusién, guardando estricta
confidencialidad sobre su identidad. Sus muestras se almacenaréan codificadas en
nuestro centro indefinidamente bajo |la responsabilidad del investigador principal y
se podran utilizar como control en otros estudios genéticos y/o funcionales
realizados por nuestro equipo. En cualquier caso se respetaran sus derechos tal y
como establece la ley de proteccién de datos espafiola, garantizando lo recogido en
la Ley 15/1999 de proteccion de datos.

B. CONSENTIMIENTO

R o PP [nombre y apellidos),
en calidad de ....................... (parentesco) del nifo/a
.................................................................................. , he leido y comprendido
la informacion relativa a la realizacion del estudio genético en pacientes con
enfermedad por meningococo (protocolo ESIGEM) y he podido preguntar las dudas
que he considerado importantes.

Por eso, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

[ =Ty =T T ] s T =T 5 ] =1 e o {opcional)
He sido informado adecuadamente de los puntos anteriores asi como de los temas

En o - de v, de 200.....
Firma del padre/tutor Firma del facultativo
Teléfono contacto familia:..........c.......... Teléfono contacto:..................
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Consentimienta Informado Protocolo ESIGEM (22 fase] — www.esigem.org

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocdcica (E.S.I.G.E.M.)

Formulario de Consentimiento Informado [Copia padre/tutor)

A. INFORMACION

Las infecciones por meningococos son enfermedades muy graves, con alto
riesgo de mortalidad o secuelas. Los estudios genéticos y funcionales pueden
ayudar a conocer mejor la enfermedad y podrian ayudar a prevenirlas y tratarlas.

Los estudios genéticos y funcionales pueden ser muy diversos. En este caso
nos referimos al andlisis en el ADN, el ARN, las citoquinas y los mediadores
proteicos extraidos de una muestra de sangre y otra de saliva, de una serie de
genes y parametros que podrian estar relacionados con la respuesta a la infeccion
por meningococo. Estos analisis no pueden realizarse de otra manera y no suponen
riesgos adicionales para el paciente. Se obtendra la muestra aprovechando una
extraccion obligada.

El estudio incluye también un cuestionario sobre antecedentes personales y
familiares. La finalidad de la investigacién es mejorar los conocimientos sobre la
patologia que afecta a mi hijo/a y no supone ningun beneficio directo para él/ella.
La participacion es voluntaria y la no aceptacion de participar en este estudio no
repercutird en los cuidados médicos de mi hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no serd informado de
los resultados de los estudios genéticos que se realicen, salvo peticién expresa y
cuando estos estuviesen disponibles al final del estudio. Dichos resultados seran
remitidos a una publicacion cientifica para su difusidén, guardando estricta
confidencialidad sobre su identidad. Sus muestras se almacenaran codificadas en
nuestro centro indefinidamente bajo la responsabilidad del investigador principal y
se podran utilizar como control en otros estudios genéticos y/o funcionales
realizados por nuestro equipo. En cualquier caso se respetaran sus derechos tal y
como establece la ley de proteccidon de datos espafiola, garantizando lo recogido en
la Ley 15/1999 de proteccién de datos.

B. CONSENTIMIENTO

........................................................................................... (nombre vy apellidos],

............................ (parentesco) del niﬁo/a

, he leido y comprendido
la informacidn relativa a la realizacion del estudio genético en pacientes con
enfermedad por meningococo (protocolo ESIGEM) y he podido preguntar las dudas
que he considerado importantes.

Por eso, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

Dese0, SIN @MDBDANg0, ... .o (opcional)

He sido informado adecuadamente de los puntos anteriores asi como de los temas

En .o - TS de i de 200.....
Firma del padre/tutor Firma del facultativo
Teléfono contacto familia:.......ccoeeee. Teléfono contacto:..................
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Datos de Filiacion Genética Protocolo ESIGEM (2° fase)

Estudio Saobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocacica
(€.5.1.G.E.M. - www.esigem.org)

Datos de Filiacion Genética

jAtencion!: Esta hoja cumplimentada debe ser enviada junto con la hoja

de Consentimienta Informado y la muestra de sangre.

Por favor, complete con la mayor rigurosidad posible los siguientes apartados:

Codigo del Hospital:................ Fecha recogida muestra(dd/mm/aa):............
Fecha ingreso en hospital (dd/mm/aa):.................. No° de historia:...................
Fecha Nacimiento (dd/mm/aaaa).................. Sexo (M/F):....... Raza..................

Observaciones:

Fdo. Investigador Colaborador
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C. Hoja de informacién para las familias.

Hoja de Informacion Protocolo ESIGEM (22 fase]

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocécica

(€.5.1.G.E.M. - WWUW.ESIGEM.ORG)

Hoja de Informacioén

En el momento actual, y a pesar de los avances en la prevencién y el
y tratamiento de las enfermedades provocadas por las bacterias llamadas
meningococos, casi la mitad de los enfermos pueden fallecer, y mas de la
mitad de los que sobreviven, lo hacen con secuelas. Por eso, es esencial
conocer mejor esta enfermedad para asi tratar de prevenirla y curarla.

Las maneras de presentarse de esta infeccién son variadas, desde la
simple presencia de la bacteria en la sangre con pocos sighos de
enfermedad, hasta el desencadenamiento de un fallo rapido de la funcién de
varios organos (corazéon, pulmén, etc), que no responde siquiera a los
tratamientos intensivos. Las razones que explican el por qué un paciente
infectado por la Neisseria (bacteria causante de la enfermedad) desarrolle
una u otra forma clinica de la enfermedad meningococica, son multiples y
se conocen de forma incompleta. Una de las principales razones podria ser
que, segun las caracteristicas genéticas de cada individuo, la reaccién a la
infeccion podria ser diferente.

Nuestro equipo de investigacién, formado por pediatras y expertos en
genética molecular, esta realizando un estudio que puede suponer una
oportunidad Unica de avanzar en el conocimiento de la enfermedad
meningococica. En dicho estudio participan los principales hospitales de
nuestro pais, con la colaboracion del Laboratorio de Genética del Instituto
de Medicina Legal, la Fundaciéon Galega de Medicina Xenémica y del Centro

Nacional de Genotipado (CEGEN; Santiago de Compostela).
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Hoja de Informacién Protocolo ESIGEM (22 fase]

El objetivo que perseguimos es conocer en qué medida la dotacion
genética del nifio determina la expresividad clinica de la enfermedad (si
afecta poco o mucho al paciente, y que organos y en qué medida se ven
afectados) y el pronodstico (si sobrevive o no, y si lo hace con o sin

secuelas). Para ello, necesitamos por una parte una muestra de saliva y una

muestra de sangre periférica de su hijo (cantidad maxima 6 ml) como la

que se obtiene para los analisis de sangre ordinarios (de la que nosotros
extraeremos el ADN, el ARN, citoquinas, y otros parametros analiticos).
Para ello, aprovechariamos una extraccion sanguinea ya prevista, o lo
hariamos a través de un catéter ya implantado sin necesidad de pinchar al

nifio. Por otra parte, necesitamos que nos ayude a cumplimentar un

cuestionario sencillo en el que se incluyen preguntas sobre sus
antecedentes familiares y personales. Todos los datos seran manejados
confidencialmente respetandose en todo momento su privacidad y la de su
hijo. Aunque usted no sera informado de los resultados del analisis, y dichos
datos no modificaran el tratamiento que reciba su hijo, su participaciéon
supondra una contribucién esencial para avanzar en el conocimiento de esta
terrible enfermedad, y esperamos que los resultados si beneficien a otros
nifios en un futuro cercano.

Gracias de antemano por su consideracion y su atencion.

No dude en solicitar cualquier informacién adicional o plantearnos

cualquier cuestion que estime oportuna.

Dr. Federico Martindn Torres

Coordinador de la Red ESIGEM (www.esigem.org)
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D. Aprobaciones éticas.
a. Comité de ética de la Universidad de Santiago de

Compostela

VICERREITORIA DE INVESTIGACION
E INNOVACION
Oficina de Investigacién e Tecnoloxia

Edificio CACTUS - Campus universitario sur
15782 Santiago de Compostela

Tol. 981 547 040 - Fax 981 547 077

Correo electronico: giminfofusc o3

hetp fhmaisd usc es

MANUEL CIFUENTES MARTINEZ, VICERRECTOR ADJUNTO DE INVESI_'IGACI(:)N, 3°
CICLO Y EXTENSION DOCENTE Y PRESIDENTE DEL COMITE DE BIOETICA DE LA
UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA,

CERTIFICO: Que el proyecto de investigacién titulado “E.S.L.G.E.M. Estudio sobre la
influencia genética en la enfermedad meningocécica” del que son investigadores principales los
profesores de la Universidad de Santiago de Compostela, D. Antonio Salas Ellacuriaga y D.
Federico Martinén Torres del Departamento de Genética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Santiago de Compostela, ha sido examinado y aprobado por el Comité de Bioética de
esta Universidad, reunido el trece de diciembre del presente afio, cumpliendo en su protocolo
experimental los requisito exigidos.

Y, para asi conste a los efectos oportunos expido el presente certificado en Santiago de Compostela a
trece de diciembre de dos mil cinco
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b. Comité Etico de Investigacién Clinica de Galicia

Edificio Administratro San Lazam
3 XUNTA DE GALICIA T A e ~ M SERGAS
.*, CONSELLERIA DE SANIDADE Tukdono: 081 54 28 13 - Fax: 681 54 1804

W SRrGAR. 08 Herol

Comg £ico de
Telt, (901) 54 64 25 — Fax (981) 4 38 04
Emad: p—

Informe del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

Diia. Margarita Tasende Souto, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en su reunidn del 16 de diciembre de 2005, la propuesta del
Fundacion Pablica Gallega de Medicina Gendmica para que se realice el estudio titulado
“ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocdcica)”, con
nuestro nimero de registro: 2005/295, y considera que:

Se cumplen los requisitos éticos aplicables a este tipo de estudios, estin justificados los
riesgos y molestias previsibles para el sujeto y es adecuado el procedimiento para obtener ¢l
consentimiento informado.

Y que este Comité acepta, de conformidad con sus Procedimientos Normalizados de
Trabajo, que dicho estudio sca realizado en elflos Centro/s: C.H. Universitario de Santiago;
Fundacion Piblica Galega de Medicina Xenomica, por: Sonia Marcos Grande, Federico Martinén-
Torres; Angel Carracedo Alvarez, Antonio Salas Ellacuriaga, Ana Paula Vega Gliemmo como
investigador/es principal/es.

o de Compostela a 16 de diciembre de 2005.

DE (.',1,

AN qurn [DR(s

Ll
o

216

Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso




Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso Anexo |

c. Aprobacion de la sociedad espaifiola de cuidados

intensivos pediatricos.

O Sociedad Espafiola de Cuidados Intensivos

@? Pedidtricos

El estudio multicéntrico titulado “Estudio Sobre la Influencia Genética en
la Enfermedad Meningocacica (E.S.I.G.E.M.)”, coordinado por Federico
Martinon Torres del Servicio de Criticos, Intermedios y Urgencias

Pediatricas Hospital Clinico Universitario de Santiago esta avalado por la

Sociedad Espafiola de Cuidados Intensivos Pediatricos.

2 de noviembre de 2005

7

B

Corsino Rey Galan
Vocal de Estudios Multicéntricos y
Grupos de Trabajo de la SECIP

217






ANEXO II: Relacion de publicaciones y
actividades cientificas mas relevantes
derivadas de la realizacion de la tesis doctoral

y de sus resultados
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A. Web del estudio genético de la enfermedad meningocécica

(www.esigem.org)

E ‘ I G E m english version version en castellano

INICIO PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

Estudio Sobre la Influencia
Genética en la
Enfermedad Meningococica

= acceso investigador

© 2009 PROTOCOLO ESIGEM, todos los derechos reservados. favaritos

Yl Complexo Hospitalario % ([ NOVARTIS

[Go] Universitaio de :
Rl santiago de Compostels  F—i2 VACCIHES
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english version | wersién en castellano

PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

Aprobacién ética: Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (resolucién n?2005/295)
Acreditacion: Sociedad Espafiola de Cuidados Intensivos Pedidtricos de la Asociacidn Espafiola de Pediatria
(2/11/2005)
Tipo de Estudio: Ambispectivo multicéntrico
Objetivos: Ewvaluar la influencia genética en la Enfermedad Meningocdcica:

- Correlacionar patrones genéticos y prondsticos
- Correlacionar patrones genéticos y clinicos

Autores protocolo Dr. Federico Martindn-Tarres
Dra. Sonia Marcos Alonso

Investigadores Dr. Angel Carracedo Alvarez
principales Dra. Sonia Marcos Alonso
Dr. Federico Martinén-Torres
Dr. Jose Maria Martinén Sanchez
Dr. Antonio Salas Ellacuriaga
Dra. Ana Paula Vega Gliemmao

Coordinador de ESIGEM  Federico Martinon-Torres

© 2009 PROTOCOLO ESIGEM, todos los derechos reservados. favoritos

E ’ I G E m english version | wversién en castellano

INICIO PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

El estudio serd coordinado desde el centro investigador principal (Hospital Clinico Universitario de Santiago) por el
equipo Investigador Principal.
El reclutamiento de pacientes se realizara a través de los siguientes centros:

= Hospital Clinico Universitario (Santiago) = Hospital Carlos Haya (Malaga)
« Hospital Universitario de Salamanca « Hospital de Cruces (Vizcaya)
» Hospital da Costa de Burela (Luga) » Hospital ¥eral-Calde (Luga)
» Complejo Hospitalario Cristal-Pinor (Ourense) = Hospital Reina Sofia (Cardoba)
« Hospital Parc Pauli de Sabadell « Hospital "Virgen del Rocio"{Sevilla)
= Hospital Donasita de San Sebastign = Hospital Universitario de Albacete
= Hospitzl Raman y Cajal de Madrid = Hospital Clinico Universitario de Valencia
« Haspital Virgen de Iz Salud de Toled « Haspital Puerta del Mar (Cidiz)
= Hospital Virgen de las Nieves de Granada = Hospital Virgen del Camino (Navarra)
= Hospital Joan XXIII de Tarragona = Hospital Infantil "La Paz" {Madrid)
» Hospital Universitario Central de Asturias » Hospital San Juan de Dios (Barcelona)
« Hospital General Universitario de Alicante « Hospital Virgen de La Arrixaxa (Murcia)
= Hospital Torrecdrdenas de Almeria » Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid)
« Complejo Haspitalerio Universitario de Vigo « Hospital Rey Don Jaime (Castellan)
+ Complejo Hospitslsrio de Jzén « Haspitel San Cecilio {Granada)
« Haspital San Juan de Dics (Barcelona) « Haspital de Monforte {Luga)
« Haspital Infantil *La Fe" de Valencia « Haspital Josep Trueta {Girona)
= Hospital Marqués de Valdecilla de Santander = Hospital Virken da Xungueira {Cee)
« Hospital "Nifio Jesiis” de Madrid « Hospital @ de Octubre (Valencia)
« Haspital Juan Canalejo de La Carufia « Hospital de Sant Pau (Barcelona)
« Hospital Gregario-Marafion de Madrid « Hospital Son Dureta (Paima de Mallorca)
« Hospital Vall d'Hebron {Barcelona) « Hospital Arquitecto Marcide {Ferrol)
© 2009 PROTOCOLD ESIGEM, todos los derechos reservados. favoritos

Complexo Hospitalario —
Univeritario de S ) NOVARTIS
Santiago de Compastela 22" VACCINES

222



Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso Anexo Il
B. Articulos publicados
OPEN @ ACCESS Freely available online PLoS one

Investigating the Role of Mitochondrial Haplogroups in
Genetic Predisposition to Meningococcal Disease

Antonio Salas'%, Laura Fachal'?, Sonia Marcos-Alonso®, Ana Vega?, Federico Martinén-Torres**, Grupo
de investigacion ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocécica)'

1 Unidade de Xenética, Departamento de Anatomia Patoloxica e Ciencias Forenses and Instituto de Medicina Legal, Universidade de Santiago de Compostela, Santiago de
Compostela, Galicia, Spain, 2 Fundacién Piblica Galega de Medicina Xendmica, Hospital Clinico Universitario de Santiago, Santiago de Compostela, Galicia, Spain,
3Servicio de Pediatria, Hospital Universitario de A Coruna, A Corufa, Galicia, Spain, 4 Servicio de Criticos, Intermedios y Urgencias Pedidtricas, Hospital Clinico
Universitario de Santiago, Santiago de Compostela, Galicia, Spain, 5 Grupo Gallego de Genética, Vacunas e Investigacion Pediatrica, Instituto de Investigacion Sanitaria de
Santiago, Santiago de Compostela, Galicia, Spain

Abstract

Background and Aims: Meningococcal disease remains one of the most important infectious causes of death in
industrialized countries. The highly diverse clinical presentation and prognosis of Neisseria meningitidis infections are the
result of complex host genetics and environmental interactions. We investigated whether mitochondrial genetic
background contributes to meningococcal disease (MD) susceptibility.

Methodology/Principal Findings: Prospective controlled study was performed through a national research network on MD
that includes 41 Spanish hospitals. Cases were 307 paediatric patients with confirmed MD, representing the largest series of
MD patients analysed to date. Two independent sets of ethnicity-matched control samples (CG1 [N=917]), and CG2
[N =616)) were used for comparison. Cases and controls underwent mtDNA haplotyping of a selected set of 25 mtDNA SNPs
(mtSNPs), some of them defining major European branches of the mtDNA phylogeny. In addition, 34 ancestry informative
markers (AIMs) were genotyped in cases and CG2 in order to monitor potential hidden population stratification. Samples of
known African, Native American and European ancestry (N=711) were used as classification sets for the determination of
ancestral membership of our MD patients. A total of 39 individuals were eliminated from the main statistical analyses
(including fourteen gypsies) on the basis of either non-Spanish self-reported ancestry or the results of AIMs indicating a
European membership lower than 95%. Association analysis of the remaining 268 cases against CG1 suggested an
overrepresentation of the synonym mtSNP G11719A variant (Pearson'’s chi-square test; adjusted P-value =0.0188; OR [95%
Cl1=1.63 [1.22-2.18]). When cases were compared with CG2, the positive association could not be replicated. No positive
association has been observed between haplogroup (hg) status of cases and CG1/CG2 and hg status of cases and several
clinical variants.

Conclusions: We did not find evidence of association between mtSNPs and mtDNA hgs with MD after carefully monitoring
the confounding effect of population sub-structure. MtDNA variability is particularly stratified in human populations owing
to its low effective population size in comparison with autosomal markers and therefore, special care should be taken in the
interpretation of seeming signals of positive associations in mtDNA case-control association studies.

Citation: Salas A, Fachal L, Marcos-Alonso S, Vega A, Martinon-Torres F, et al. (2009) Investigating the Role of Mitochondrial Haplogroups in Genetic
Predisposition to Meningococcal Disease. PLoS ONE 4(12): e8347. doi:10.1371/journal.pone.0008347
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Introduction 40-50%, and those that survive may have severe complications

that often require amputation and/or skin grafting [2]. The

The clinical presentation of meningococcal infections caused by
Netsseria mentngitidis is highly diverse, Invasive infections usually
result in meningococcaemia, meningitis, or both [1,2]. Meningo-
coccal disease (MD) remains one of the most important infectious
causes of death in industrialized countries [1,2]. Mortality rates
of patients with severe meningococcal sepsis may reach up to

@ PLoS ONE | www.plosone.org

bacterium, Neisseria mentngitidis, is only found in human hosts, and
asymptomatic carriage can exceed 70% during outbreak situations
[3]. The pathophysiology consists of a complex interaction of
bacterial and host factors, triggered mainly by the release of
endotoxin [3]. Individual response to meningococcal lipopolysa-
charides mvolves also non-immunological mechanisms and the
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activation of three main cascade reactions, the complement
system, the coagulation and fibrinolysis pathways, and the
inflammatory reaction mediated by different cytokines and
chemokines [4]. Besides, many studies already support the idea
that genetics plays an important role in MD (see [5] for a recent
review). In this sense, we might hypothesize that mitochondrial
genetic background could be one of these host genetic factors
determining the response to Neisseria meningitides infection and the
individual course of meningococcal disease.

Mitochondrions contain multiple copies of mtDNA genomes.
Each double-stranded circular mtDNA molecule consists of
approximately 16569 base pairs (bps) encoding 37 genes: thirteen
polypeptides (subunits of Complex I, 11I, and IV plus the ATP
synthase complex), two ribosomal RNAs (rRNAs), and 22 transfer
RNAs (tRNAs). The mtDNA is inherited through the matriline as
a haplotypic block. In the jargon of population geneticists, clusters
of closely-related mtDNA haplotypes are known as haplogroups
(hgs). During the last two decades, population geneticists have
comprehensively investigated the evolutionary patterns of world-
wide mtDNA hgs, so that nowadays there is good knowledge of the
global mtDNA phylogeny and the polymorphisms defining main
and minor branches of the tree (basal motifs) (sce e.g.
[6,7,8,9,10,11,12,13,14,15]), as well as positional-mutation rates
[16]. On the other hand, several sporadic or inherited mtDNA
mutations are responsible for a number of mtDNA diseases
(Leber’s hereditary optic neuropathy [LHON], Leigh syndrome,
etc) [17,18]. In addition, genetic variation of mtDNA has also been
linked to several mult-factorial diseases (e.g. [19,20]) although
some of their conclusions have been questioned (e.g. [7,11,21]).

The mtDNA variation has already been investigated in several
mfectious diseases. For instance, in an adult AIDS clinical trials
group study, Hulgan et al. [22] claimed that the typically
European hg T was involved in peripheral neuropathy during
antiretroviral therapy. The results of Hendrickson et al. [23]
suggest that mitochondrial genes are important indicators of AIDS
disease progression in HIV-1 infected persons. Houshmand et al.
[24] did not detect statistical significant differences between
tuberculosis patients (V= 54) and a control group (N=256) in a
case-control study. MtDNA predisposition to sepsis has also been
investigated in several studies. Thus, Baudouin et al. [25], by
analysing 150 individuals who were sequentially admitted to an
mtensive care unit in the UK and 542 age-matched controls,
determined that mtDNA hg H was a strong independent predictor
of outcome during severe sepsis, conferring a 2.12-fold (95% CI
1.02-4.43) increased chance of survival at 180 days compared
with individuals without hg H. More recently, Yang et al. [26]
claimed that hg R can predict survival advantage in severe sepsis, a
conclusion derived from the prospective analysis of 181 Han
patients recruited in an intensive care unit.

There are major causes of type I errors in population-based
association studies, such as hidden population sub-structure or
inadequate correction for multiple testing [27,28,29,30,31,32,33].
The confounding effect of population sub-structure is particularly
problematic in mtDNA studies because variation is strongly
stratified in populations owing to its smaller effective population
size in comparison with autosomal markers. For instance, it is well
known from population genetic studies that several mtDNA
variants are strongly stratified in the Iberian Peninsula, such as hg
V, Hla, H3 and H5 that are highly prevalent in the Franco-
Cantabrian refugee [6,34,35,36]; therefore, the Spanish popula-
tion cannot be considered a single homogeneous population.
Multi-centric studies involving dozens of laboratories and different
medical specialists can help to add extra ‘noise’ to the sampling
collection; for instance, the use of subjective criteria to assign
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ethnic classes to patients or assignment of ethnicity based on self-
reported ancestry [37,38] might contribute to increase stratifica-
tion in mtDNA studies.

The present study aims to evaluate the potential pathogenic role
of well-known mtDNA variants in MD. In contrast with most
typical mtDNA case-control association studies, the additional
goal of the present project was to further investigate the effect of
confounding factors (such as stratification) in determining the
apparent association of particular variants with the disease.

Results

Ancestry Assessment of Patients

Analysis of ancestry in patients was assessed by use of a
classification group of population samples of known African,
American, and European ancestry. As indicated in Figure 1, most
of the cases have European ancestry; the average European
membership in cases was 95% (SD: 10%), virtually equal to the
values obtained for a typical European dataset. PCA plot (Figure 1)
indicates that meningococcal patients clearly cluster in a single
group, as evidenced also by the African and American samples.
The amount of variation accounted by the PC1, PC2, and PC3
was ~29%, ~17%, and 13% respectively; ~59% in total.

Evaluating the Potential Association of mtDNA
Haplogroups and Clinic-Pathological Variants

A total of 39 individuals were eliminated from the main
statistical analyses (including fourteen gypsies) on the basis of non-
Spanish self-reported ancestry or based on the results of AIMs
indicating European membership lower than 95%. Association
analysis was performed for the remaining 268 cases against CG1
(N=917). The power to detect odds ratios as low as 1.6 for
mtSNPs and considering an average population minimum allele
frequency (MAF) of 20% (lower than the average MAF in CG1)
was 92%. Pearson’s chi-square or Fisher’s exact tests were used to
assess association. We adjusted for multiple tests by implementing
a permutation procedure as done in [21] and using 20,000
permutations. Association analysis of cases with CG1 suggested an
overrepresentation of the synonym mtSNP G11719A variant
(Pearson’s chi-square test; adjusted P-value =0.0188; OR [95%
CI] = 1.63 [1.22-2.18]) with respect to CG1 (Table 1). The logical
way to confirm this positive association is to explore a second
independent sample of patients. Because, however, the prevalence
of the MD is low (in contrast with other common complex
diseases), recruitment of a second independent sample was not
possible. The present study is in fact, to our knowledge, the largest
series of MD patients analysed to date in genetic studies. The
alternative way to replicate the association of G11719A variant
with the disease is to explore a second sample of controls.
Therefore, cases were compared against a second series of
ethnicity-matched controls (CG2; N'=616); the power to detect
ORs as low as 1.6 for mtSNPs (MAF = 20%) using CG2 was 88%
(Table 1). The association of G11719A observed in comparison of
cases and CG1 could not be replicated with CG2. Instead, the
A4769G variant appears as statistically significant, although
marginal (Pearson’s chisquare test; adjusted P-value =0.0469)
given a nominal value of significance of o= 0.05.

Analysis of population mtDNA data obtained from healthy
individuals representing several Spanish geographical regions
supports the spurious nature of the seeming positive association
found in cases versus CG1 for the polymorphism G11719A (Text
S1). The seeming association could be most likely due to the
confounding effect of population stratification; in particular, the
frequency of G11719A in CG1 is unusually low (Text S1). Other
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Figure 1. Analysis of population sub-structure in MD cases. On the left, analysis of population structure in CEPH panel samples (including 225
Africans, 208 Native Americans and 278 Europeans; see text for more details), and 307 meningococcal patients, based on a 34-plex autosomal AlMs
for the assignment of ancestral origin with grouping values of K= 3. Top panel (A) is the representation of membership of the samples as originally
introduced in the analysis; the bottom panel (B) shows the same samples sorted by membership values. On the right, Principal Component Analysis
of the same samples used in Text S1. PC1, PC2, and PC3 stand for principal components one, two and three, respectively; in rounded brackets is the

amount of variation accounted by each component.
doi:10.1371/journal.pone.0008347.g001

consideration about the harmful effect of population stratification
in mtDNA case-control disease studies are commented in Text S1.

Analysis of association between hg status of patients and
controls was also carried out (Table 2).The best P-value was
obtained for hg R (0.005), which is however non statistically
significant when correcting for multiple test using Bonferroni
(adjusted significant value oo= 0.00058).

Among the several clinical variables analysed in the present study
(Table 3), acute respiratory distress syndrome (ARDS) was found to be
strongly assocated with hg U (multinomial logistic regression; un-
adjusted P-value = 0.0025) being a strong predictor of increasing risk
to ARDS (OR [95% CI|=1258 [2.41-64.93]); however, this
association was lost when we adjusted the model wsing Bonferroni’s
correction and considered the full set of hypotheses tested in the study.

Discussion

Recent studies indicate that mitochondrial dysfunction plays a role
in the pathogenesis of a number of human diseases. Variation in the
mtDNA genome has been suggested as a risk factor in several

@ PLoS ONE | www.plosone.org

complex and common multi-factorial diseases. The present study
aimed to analyse the potential role of several known mtSNPs as
susceptibility factors in MD. We first filtered out from the statistical
analysis the non-Spanish patients (excluding also those patients with
non-Spanish mothers and/or grandmothers). Patients with a non-
European self-reported ancestry or a non-European genetic back-
ground, assessed by a set of AIMs in cases and CG2, were also
excluded from the study. These two initial criteria were rigorously
applied in all patients in order to reduce as much as possible the
potential confounding effect of hidden population stratification.
Statistical analysis of cases and CG1 indicated that polymorphism
G11719A could be a strong indicator of susceptibility risk to MD. A
second round of analyses using an independent series of controls
(CG2) could not, however, confirm the initial finding, and instead
suggested another mtSNP candidate with a marginal significant 7-
value, namely A4769G. We claim that the most plausible scenario that
would explain this ambiguous result is the effect of residual hidden
population stratification that could not be ‘erased’ by use of the tools
described above because (i) the AIMs employed in the present study
were not originally designed to detect differences within European
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populations and are probably even less efficient at detecting patterns of
variation within Iberia; to our knowledge, such an ideal panel able to
detect stratification on the geographic scale considered in the present
study does not exist; and (ii) it is also possible that the detection of
stratification using autosomal SNPs (e.g. Genomic Control) [32,53,54]
is not at the level of resolution needed to detect populaton sub-
structured patterns in mtDNA variability. Moreover, a proper
implementation of a Genomic Control would require the use of
various hundreds of autosomal SNPs (especially in markers strongly
stratified as it is the case of mtDNA), which contrast with the few SNPs
that are usually interrogated in case-control mtDNA studies. The use
of AIMs, as done in the present study, could be a reasonable solation
at least to detect obvious (genomic) outliers, but a more sensitive set of
AIMs would be needed to detect stratification at the level of more
homogeneous populations such as those from Spain mainland.

Our study concludes that mtDNA does not seem to play a role
in MD susceptibility, course or prognosis; at least from the point
of view of the mtSNPs analyzed in the present study and the
population samples considered. However, the present study
indicates that evidences of positive associations can arise from
deficient sampling procedures or a lack of special care in
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Table 1. Pearson'’s chi-square test for cases versus CG1 and CG2.
MD cases versus CG1 MD cases versus CG2
rCRS MAF Chi2 adjusted Chi2 adjusted
SNP ref. cases MA MAF exact P-value P-value OR (95% CI) MAF exact P-value P-value OR (95% CI)
G3010A G 0.28 A 029 12372 0266 09918 0.83 (0.61-1.15) 028 0.3997 0.527 1 0.90 (0.64-125)
T3197C T 0.06 C 0.06 0.0356 085 1 0.95 (0.53-1.68) 0.10 4.0081 0.045 0532 178 (1.01-3.14)
G3915A G 0.02 A 0.02 0.8348 0361 0.999 0.57 (0.17-1.94) 0.04 4.8407 0.028 0374 0.28 (0.08-0.94)
€3992T C 0.01 T 0.01 01432 0705 1 0.78 (0.22-2.77) 0.01 0.0008 0.977 1 0.98 (0.25-3.82)
T4216C T 0.17 C 0.18 0.0647 0799 1 0.95 (0.66-1.37) 0.16 0.1798 0.672 1 092 (062-135)
T4336C T 0.02 © 0.03 23434 0127 0.8886 0.40 (0.12-1.35) 0.04 4.8627 0.027 03628 0.28 (0.08-0.94)
A4529T A 0.02 T 0.02 0.1596 069 1 1.21 (0.47-3.10) 0.00 102116  0.004 0.0659 14.04 (1.68-
117.18)
G4580A G 0.04 A 0.04 2.8558 0.091 0.7941 0.60 (0.33-1.09) 0.03 45172 0.034 04381 0.49 (0.25-0.96)
A4769G A 0.02 A 002 0.0002 0.989 1 0.99 (0.36-2.72) 0.00 11.2448 0.003 0.0469 -
A4793G A 0.00 G 0.00 7.1652  0.007 0.1121 - 0.01 0.0735 0.786 1 0.80 (0.16-4.00)
T6776C T 0.08 C 0.09 0.5034 0342 0.9988 0.77 (0.46-1-32)  0.04 24415 0.118 08732 162 (0.90-3.01)
C7028T C 0.47 T 049 61755 0013 02 142 (1.08-1.87) 045 1.3431 0.246 09906 1.19 (0.89-1.59)
G8994A G 0.02 A 0.02 23745 0123 0.8827 1.90 (0.83-4.35) 0.02 2.6354 0.105 0.8395 2,10 (0.84-5.22)
G9055A G 0.06 A 0.06 27059 0.1 0.8244 1.53 (0.92-2.55) 0.10 0.1954 0.658 1 0.89 (0.54-1.48)
A10398G A 0.19 G 0.18 14671 0226 0.9835 1.23 (0.88-1.73) 0.20 0.4369 0.509 1 1.13 (079-161)
C10400T C 0.01 T 0.01 26015 0.107 0.8459 230 (0.81-6.53) 0.01 22218 0.136 09139 232 (0.74-727)
T10463C T 0.10 C 0.10 0.0700 0791 1 1.06 (0.68-1.67) 0.09 0.6038 0437 09999 121 (0.74-197)
C10873T C 0.03 C 002 49968 0025 03374 0.46 (0.22-0.92) 0.04 0.6441 0.422 09999 0.75 (0.38-1.51)
G11719A G 041 A 038 10.7820 0.001 0.0188 163 (1.22-2.18) 047 0.3430 0.558 1 1.09 (0.82-1.46)
A12308G A 017 G 0.18 0.6261 0429 0.9998 0.86 (0.59-1.25) 024 7.7546 0.006 00927 059 (0.40-0.86)
C12705T C 0.09 T 0.08 6.5570 0.01 0.1549 175 (1.14-271) 0.07 7.1341 0.010 0.1533 1.89 (1.18-3.03)
G13708A G 0.09 A 0.09 0.6741 0412 0.9994 0.81 (0.48-1.35) 0.09 0.5517 0.458 1 0.82 (048-139)
A13966G A 0.02 G 0.01 3.6348 0.057 0.6202 235 (0.95-5.81) 0.02 0.4319 0.511 1 134 (056-3.24)
C14766T C 0.44 © 043 42540 0039 0.4805 133 (1.01-1.75) 048 01177 0.752 1 1.05 (0.79-1.40)
T16519C T 0.33 T 033 04574 0499 1 1.11 (0.82-1.49) 035 1.3385 0.247 09911 1.20 (0.88-1.63)
rCRS: allele in the revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) [55]; MA: allele with the lowest frequency; MAF: minimum allele frequency computed on control
individuals; Adj d P-value: adj 1t of chi-square P-values was carried out with a permutation-based approach; number of permutations = 20,000; OR (95%(CI): ORs
were computed with the rCRS allele as a reference.
doi:10.1371/journal pone.0008347 t001

consideration of the potential confounding effects of population
sub-structure in mtDNA studies. In our particular study, it was
not possible to recruit a second independent collection of cases,
owing to the relatively low prevalence of MD; note however that
the present study is, to our knowledge, the largest MD cohort
analysed to date for a genetic condition. This fact led us to
consider a second group of matched controls to replicate the
positive signal of association observed in the first control group;
however, this time our best candidate mtSNP did not show
evidences of association. Therefore, the use of two different
control groups from the Iberian Peninsula has allowed us to rule
out the presumable association of GI11719A with MD.
addition, the use of a moderate approach to correct the
undesirable effect of multiple tests in the inflation of type I error
has also allowed us to avoid false claims of association of hg U
with ARDS, a serious reaction to various forms of injuries to the
lung and strongly related to MD patients. Our results also
indicate that genotyping bias could also contribute undesirably to
a false positive result in mtDNA association studies (see Text S1).
Random variation of the test statistics could also explain at least
in part the discrepancy observed between CG1 and CG2.

In
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Spurious associations can easily arise from hidden minor levels
of population stratification, even after those patients with a
different genetic background have been filtered out. The risk of
false positives owing to stratification is particularly high in mtDNA
studies because the effective population size of this marker is lower
than autosomal ones, and therefore mtDNA variability is more
deeply structured in human populations. All together, these results
suggest that more sensitive AIMs, suitable for detecting stratifica-
tion within more restricted geographical locations (within the
Spanish territory), would be needed in future studies. Special care
must be taken in mtDNA association studies of multi-factorial
diseases to avoid false claims of association.

Materials and Methods

Ethics Statement

The study was conducted according to the Spanish Law for
Biomedical Research (Law 14/2007- 3 of July) and complied with
the Declaration of Helsinki. The study and the use of archive
samples for this project were approved by the Rescarch Ethics
Committee of Galicia and the Ethics Committee of the University of
Santiago de Compostela. Written informed consent was obtained
from all patients. All the samples were collected anonymously.

Study Subjects

A prospective controlled study performed through a national
research network on MD (ESIGEM network — http://www.
esigem.org) that includes 41 Spanish paediatric intensive care units
was carried out between January 2006 and July 2008.

Clases were 307 paediatric patients with MD; the mean age at
diagnosis was 3.7 years (SD: 3.9). More than 200 parameters of
clinical interest were obtained from each patient, including

@ PLOS ONE | www.plosone.org

Table 2. Pearson’s chi-square test for the hg status of cases versus CG1 and CG2.
HG status in cases versus CG1 HG status in cases versus CG2
HG Freq. Cases Chi2 exact P-value OR (95% CI) Freq. CG1 Chi2 exact P-value OR (95% CI) Freq. CG2
H 041 5.2881 0.021 1.38 (1.04-1.82) o4 0.9834 0.321 1.16 (0.87-1.55) 0.45
H1 0.20 0.0485 0.826 0.96 (0.68-1.35) 020 0.0453 0.831 1.04 (0.73-1.48) o021
H3 0.07 11113 0.292 1.33 (0.78-2.26) 0.09 1.2397 0.266 0.71 (0.39-1.30) 0.05
HV 0.47 24663 0.116 1.24 (0.95-1.63) 0.53 0.0086 0.926 1.01 (0.76-1.35) 0.48
I 0.02 0.0454 0.831 1.11 (0.41-3.01) 0.02 5.6451 0.018 0.17 (0.04-0.89) 0.00
J 0.06 1.1921 0.275 1.36 (0.78-2.39) 0.08 0.6421 0.423 1.27 (0.71-2.29) 0.07
Bl 0.04 10250 0311 1.39 (0.73-2.63) 0.06 1.0010 0.317 1.40 (0.72-2.73) 0.06
K 0.08 14794 0.224 0.73 (044-1.22) 0.06 0.0738 0.786 1.07 (0.64-1.80) 0.09
K1 0.07 15110 0.219 0.71 (041-1.23) 0.05 0.1968 0.657 1.13 (0.65-1.96) 0.08
R 0.87 8.0561 0.005 1.87 (1.21-2.90) 0.93 7.1341 0.008 1.89 (1.18-3.03) 0.93
RO 0.50 43115 0.038 1.33 (1.02-1.75) 0.58 0.0885 0.766 1.04 (0.78-1.39) 0.51
T 0.10 0.1017 0.750 0.93 (0.58-1.47) 0.09 0.4751 0.491 0.84 (0.51-1.38) 0.08
T) 0.16 0.2749 0.600 1.10 (0.76-1.60) 017 0.0008 0.978 1.01 (0.68-1.49) 0.16
u 0.17 0.0244 0.876 1.03 (0.72-1.48) 0.18 49115 0.027 1.51 (1.05-2.18) 0.24
us 0.04 06841 0.408 1.31 (0.69-2.49) 0.06 7.6008 0.006 2.39 (1.26-4.51) 0.10
\ 0.06 2.8237 0.093 0.60 (0.33-1.09) 0.04 4.4651 0.035 0.50 (0.26-0.96) 0.03
w 0.01 0.2851 0.593 0.93 (0.23-2.34) 0.01 0.1928 0.661 0.76 (0.22-2.61) 0.01
The test was carried out for those (sub)hgs with frequences above 5% in the control groups and also the wellknown branches of the West European/lberian phylogeny
I, V, and W. Note that hg frequencies were inferred using the information from the whole haplotype available; this is why for instance, the frequency of hg R0 does not
match with the frequency of G11719A.
doi:10.1371/journal.pone.0008347 1002

demographic, clinical, analytical, and prognostic data. Among these
variables we included: (1) clinical data such as diagnosis and clinical
presentation, vaccination status, time from starting symptoms to
admission, length of stay at the paediatric critical care unit and at
the hospital ward, mortality, morbidity, treatment, and also two
scores (Paediatric Risk of Mortality Score, and Meningococcal
Septic Shock Score); (2) microbiology data such as serogroup,
serotype and place of isolation; and (3) laboratory data comprising
white and red cells, platelets, glucose, creatine, sodium, potassium,
pH, PaOy/FiOg, calcium, coagulation test and procalcitonine.
However, in order to minimise the number of hypotheses tested,
only a selection of the 25 most important ones was used for
comparison with the hg status of patients (Table 3).

Twao different ethnicity-matched control series were used. The first
series (C/G1) comprised 917 Spanish individuals, including breast
cancer patients and controls that were previously employed in [21,39];
a sub-sample of the CGl was previously tested for population
stratification by means of a panel of neutral autosomal SNPs [40]. The
second control series (CG2) included 616 new genotyped Spanish
individuals. A third group composed of 597 sporadic breast cancer
cases and controls (CG3), collected in the Canary Islands, was
additionally used to test some additional hypotheses (see below).
Genotypes in the cases and controls series were re-checked by two
independent analysts in order to minimise the probability of
genotyping errors. Ambiguous calls were eliminated from the analysis.

mMtSNP Selection

All the samples were genotyped for a set of 25 mtSNPs, some of
them representing main branches of the European mtDNA
phylogeny, such as hg H, U, K, etc.; the panel fully overlapped
with the mtSNPs genotyped in [21].

December 2009 | Volume 4 | Issue 12 | e8347

227



Anexo Il Tesis doctoral: Sonia Marcos Alonso

mtDNA hgs in MD

Table 3. Summary of demographic and clinical data of the children included in the study (n=358/398).
Age (years) 3.7 3.9)
Sex (M:F ratio) 1.63:11
Definitive diagnosis (%)* 75% of cases
Serogroup (%)#
B 5794
C 4%
not available / not serogrouped 38%
Ethnicity (%)
Western Europeans 87%
Other ethnicities or population groups 13%
Diagnosis
Meningococcemia 50%
Meningitis 12%
Both 38%
Clinical presentation
Septicaemia 59%
Severe sepsis 11%
Septic shock 30%
Clinical Scores
Meningococal Septic Shock Score (MSSS) 1.4 (2.25)
Glasgow Coma Scale (GCS) 129 (29)
PRISM score 9.5 (12.5)
Organ involvement / Clinical features (%)*
Purpuric rash 81%
Distal vascular compromise 9%
DIC 35%
Cardiovascular dysfunction 45%
Acute pulmonary lesion 11%
Acute respiratory distress syndrome 8%
Neurological dysfunction 24%
Oligoanuria 18%
Renal dysfunction 10%
Hematological dysfunction 35%
Refractory hypotension 16%
Liver dysfunction 7.5%
Purpuric rash 81%
Outcome
Glasgow Outcome Scale (GOS) 48 (0.7)
Pediatric Overall Performance Category (POPC) 1.2 (0.7)
Exitus (%) 16 exitus (4%)
& Isolation of Neisseria meningitidis from a normally sterile site; OR detection of specific meningococcal DNA sequences in a specimen from a normally sterile site by
nucleic acid amplification testing. The rest of subjects fulfilled suggestive criteria (detection of Gram-negative diplococd in Gram’s stain of specimen from a normally
sterile site or from suspicious skin lesion; or high titre immunoglobulin class M (IgM) or significant rise in IgM or immunoglobulin dass G (IgG) titres to outer membrane
protein antigens of N. meningitides.
f# B serogroup accounted for 91.6% of all serogrouped samples.
Detected anytime during the illness and defined according to Goldstein et al. Pediatr Crit Care Med 2005;6:2-8.
DIC disseminated intravascular coagulation.
Results are expressed as mean (sd) unless otherwise specified.
doi:10.1371/journal.pone.0008347 1003

Ancestry Test frequency distributions between major population groups. Assign-
A panel of 34 autosomal AIMs was used to assess ancestry in ment of population membership of our Spanish patients into
cases and CG2. These SNPs exhibit highly contrasting allele African, Native American, and European ancestry was assessed by
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adding a sub-set of samples from the CEPH panel (Centre d’Etude
du Polymorphisme Humain; http:/ /www.cephb.fr/) as well as
additional samples from the SNPforlD project [41]; all of them were
also genotyped for the same 34-plex panel. These samples
represented the three main ancestral source populations that
would probably have contributed to the present genetic composi-
tion of the Spanish population (considering the existence of recent
immigrants coming mainly from America and Africa), and in
particular to our sample of MD patients. Genotypes were retrieved
with the SNPforID browser (http://spsmart.cesga.es/snpforid.php;
[42]; see also [43]). The final sets of samples used for the inference
of individual ancestry were as follows: Africa (N'=223), including
Biaka Pygmy (Central African Republic; N'=23), Mbuti Pygmy
(Democratic Republic of Congo; N'=13), Bantu-speakers from
Kenya (N=11), Mozambique (N=60), San (Namibia; N=6),
Yoruba (Nigeria; N=22), Mandenka (Senegal; N=22), Somalia
(N=60), South African Bantu (N'=8); America (V= 208}, including
Karitiana (Brazil; N= 14), Surui (Brazil; N'=8), Awa (Colombia;
N=138), CEPH-Colombians (N = 7), Coiyama (Colombia; N'=71),
Pijao (Colombia; N=35), Maya (Mexico, N=21), Pima (Mexico,
N=14); and Europe (N=278), including Denmark (N=60),
French-Basques (France, N'=24), France (N'=28), Sardinia (Italy,
N=28), Tuscany (Italy, N=8), Bergamo (ltaly; N=13), Galicians
(North-West Spain; N=60), Orkney Islands (Scotland; N=15),
Russia (N=25), Adygei (Russian Caucasus; N=17).

STRUCTURE v.2.3.1 [33] was used to estimate the proportion
of inferred ancestry of individuals (membership) into Europe,
America, and Africa groups. This information was employed to
monitor the effect of population stratification in association tests.
Runs consisted of 200,000 Markov Chain steps after a burn-in of
length 200,000 with five replicates for each K value from two to
six. The a posteriori probability of K equal to three was virtually one.

AIMs variability was also analysed by Principal Component
Analysis (PCA). A modified version of the R library SNPassoc [44]
that allows for tri-allelic SNP status was used.

Minisequencing Genotyping

All the samples were genotyped according to the protocols
described in [45,46] for the mtSNPs and according to [41] for the
AlMs. In both cases, the genotyping method was based on a
minisequencing SNaPshot approach. MtDNA haplotypes were
checked by a phylogenetic-based approach as performed in
previous studies [47,48,49,50,51], in order to minimise the
probability of genotyping errors.

Association Tests

Associations were assessed for individual mtSNPs by compar-
ison of allele frequencies between cases and controls for the two
control series separately (CG1 and CG2), and with a one degree of
freedom chi-square test, or Fisher’s exact test for cell counts below
five. A permutation test was used to address the issue of multiple
testing in mtSNP association tests. Unconditional logistic regres-
sion was used to model the effect of hg status in clinical variables,
as well as to model the effect of these variables with respect to
ancestry proportions of patients. Multinomial logistic regression
was used to test association in the case of clinical variables of
multinomial nature.

The statistical packages Stata v.8 (http://www stata.com/) and
R (http://www.r-project.org/) were employed to carry out most of
the statistical analysis. Multinomial logistic regression was
computed by means of the R library uglm.

Power calculations were performed in the Quanto software [52].
Power is computed under allelic principles that do not necessarily
fulfil the specific conditions affecting mtDNA variants, There is
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however no other option available that is specifically designed to
compute power in mtDNA case-control disease studies.

Supporting Information

Text S1 Population sub-structure of mtDNA variants.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0008347.s001 (0.29 MB
DOC)
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Resumen Abstract

En estos dltimos afios hemos asistido al enorme desarrollo de Title: The genomics serving Pediatrics in the investigation of
la gendémica y sus aplicaciones en diversos campos de la bio- the multifactorial disease

medicina. ESIO, ha sido en gran parte posible gracias al gran In the last few years we have experienced an important
empuje tecnolégico que han experimentado |_3,5 nuevas tecni- growth of genomics and its different applications in biomedici-
cas de genotipificacion y de ultrasecuenciacion. Sin duda, el ne. In part, this has been possible due to the sudden develop-
estudio de la enfermedad compleja ha sido uno de los grandes ment of the new genotyping technology and ultra-sequencing.
beneficiados de este gran desarrollo. Asimismo, existen mu- The study of the genetic basis of the complex disease has been
chas enfermedades pediatricas que pueden abordarse siguien- the main beneficiary of such technological development. There
do las estrategias que, hoy por hoy, se emplean en la genémica are a good number of pediatric diseases that can be appro-
de la enfermedad multifactorial. Esta revision pretende acercar ached Tollowing the same strategies employed in the genomic
a la pediatria las posibilidades que ofrece la genémica de hoy study of the multi-factorial disease. This revision tries to bring
en dia en este campo. Para ello, se discuten los distintos mo- closer the possibilities which are offered by the genomics now
delos de estudios, asi como los problemas que a menudo sur- and days to the pediatric field. Therefore the different study
gen cuando los disefios experimentales son deficientes. models as well as the problems that many times arise are dis-

cussed when the experimental designs are deficient.
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«... But the link between historical genetic demography and
medically important risk is complex. Disease susceptibility
may be genetic but not geographically clustered, or
geographically clustered but not genetic, or neither, or both.»

Mary-Claire King, Amo G. Motulsky (Science. 2002)

En las dltimas décadas, la genética y los estudios de asocia-
cién han contribuido significativamente al avance del conoci-
miento de la fisiopatologia de miltiples enfermedades vy, de
forma particular, también dentro del campo de la pediatria. Es-
to ha supuesto una revolucion en las estrategias de investiga-
cién, un desafio en el desarrollo de nuevas terapias, pero tam-
bién exige una adaptacion y una actualizacién por parte del
pediatra que quiere conocer los pros y los contras de estas
nuevas metodologias e integrarlas en su trabajo cotidiano o de
investigacion. En este articulo se revisan y discuten las bases
conceptuales necesarias para la utilizacién y la interpretacion
de estas nuevas herramientas aplicadas a la pediatria.

El término de «enfermedad compleja» se aplica a las patolo-
gfas de causa multifactorial, es decir, aquellas en cuyo origen
interaccionan factores ambientales y factores genéticos. Algu-
nos ejemplos de este tipo de enfermedades complejas, muchas
de ellas de gran importancia en la infancia, son: diabetes me-
llitus, algunos tipos de céncer, enfermedades infecciosas (en-
fermedad neumocécica, enfermedad meningocdcica), enferme-
dad de Crohn, enfermedad celiaca, obesidad, trastorno por
déficit de atencion e hiperactividad, etc. El conocimiento de los
genes implicados en el desarrollo de estas enfermedades nos
permite predecir el riesgo, la susceptibilidad, el prondstico o la
resistencia a desarrollarlas.

(Cudndo se sabe que una enfermedad multifactorial tiene un
fondo genético? Una enfermedad compleja tiene un fondo ge-
nético cuando existe una agregacion familiar, es decir, cuando
ocurre con mayor incidencia dentro del dmbito familiar que lo
que cabrfa esperar por azar entre individuos no relacionados en
la poblacion general.

Tras la secuenciacién del genoma humano, el estudio y la
comparacion entre las pequefias variaciones genéticas exis-
tentes entre individuos, conocidas como SNP (single nucleatide
polymorphisms [polimorfismo de nucledtido simple]), ha su-
puesto un gran avance en el conocimiento de las causas gené-
ticas de algunas enfermedades. El nimero de SNP identifica-
dos se ha visto enormemente incrementado en estos Gltimos
afios gracias al esfuerzo internacional en proyectos de genoti-
pificacién masiva, como el HapMap (http://www.hapmap.org/).

El ser portador de una o varias de estas variantes podria
crear cierta susceptibilidad genética a presentar una enferme-
dad, ya sea porque dicha variante altera algin proceso funcio-
nal relacionado con |a regulacién genética del gen (su expre-
si6én) o simplemente porque altera el funcionamiento de la
proteina o proteinas que son codificadas por los genes involu-
crados. Por ejemplo, una variante genética podria provocar algtin
cambio conformacional en la proteina y afectar a su funcion.
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En ocasiones, los SNP que estamos analizando (SNP marca-
dores) no son los verdaderos causantes de la enfermedad, sino
que éstos se encuentran cercanos en el genoma a los verdade-
ros SNP que directamente causan, o predisponen a presentar,
la enfermedad (SNP causales). Cuando los SNP causales se
coheredan con los SNP marcadores, se dice que estos SNP
estdn en desequilibrio de ligamiento (/inkage disequilibrium
[LD]).

Por tanto, en ocasiones, el SNP marcador nos puede propor-
cionar informacién sobre un SNP causal cercano, aunque este
(ltimo no sea genotipificado directamente. Las variantes gené-
ticas que se coheredan (se transmiten como un «bloque» a la
descendencia) se denominan «haplotipos».

Los estudios de asociacion

Los estudios de asociacion genética intentan responder a la
pregunta siguiente: jqué papel desempefia el componente ge-
nético de los individuos en el desarrollo, la forma de presenta-
cién y el prondstico de las enfermedades?

Los estudios de asociacion de casos y controles son concep-
tualmente sencillos: las variantes genéticas de riesgo tenderan
a presentarse con mayor frecuencia en una muestra de casos
(individuos afectados) que en una muestra de controles (indivi-
duos sanos). Lo contrario ocurrirfa para una variante genética
protectora. Existen varios pasos que se deben seguir a la hora
de disefiar un estudio de asociacion de casos y controles (figu-
ral):

* Recogida de un nimero suficiente de casos y controles que
permita detectar la presunta asociacion de la variante gené-
tica que estamos analizando con la enfermedad.

 Seleccion de las variantes genéticas (SNP) que van a ser
analizadas.

* Genotipificacion de los SNP.

o Andlisis estadistico de los resultados con el fin de valorar si
las variantes genéticas estudiadas estdn o no relacionadas
con |a enfermedad o algun aspecto de su evolucion.

Recogida de muestras

Aunque conceptualmente sencillos, los estudios de asociacion
basados en poblaciones no estan exentos de dificultades, al-
gunas de las cuales se comentan brevemente a continuacion.

Si los casos y los controles no estan bien recogidos y el nd-
mero de ellos no es el adecuado, tendremos que enfrentarnos
a serios problemas de interpretacion. Por ejemplo, los casos y
controles deben pertenecer al mismo grupo poblacional ya que,
de no ser asf, es posible que determinadas variantes genéticas
aparezcan como factores de riesgo cuando en realidad no tie-
nen que ver con la enfermedad (falsos positivos), sino con las
caracteristicas propias de la poblacién. Por otro lado, la proba-
bilidad de determinar con éxito una relacién causal entre una
variante genética y una enfermedad depende en gran medida
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del tamafio muestral: si la presunta asociacion genética es dé-
bil, para poder identificarla necesitaremos tamafios muestra-
les mas grandes (del orden de varios cientos o miles de casos
y controles).

No s6lo es el tamafo muestral lo que determina la capaci-
dad de nuestro estudio para detectar la asociacion; de hecho,
hay otros muchos parametros que deberian tenerse en cuenta,
como la frecuencia de la variante genética en el grupo pobla-
cional. Por ejemplo, un estudio serd mas sensible (tendrd mas
«potencia» para detectar la asociacion) cuanto mas frecuente
sea la variante genética de interes.

La seleccion de las variables clinicas de la enfermedad que
se deben recoger en un estudio de cases y controles es im-
portante, ya que se podria encontrar una asociacion entre
una variante genética y un aspecto concreto del comporta-
miento y la evolucién de la enfermedad (p. ej., en el caso de
la enfermedad meningocdcica, una variante genética podria
explicar el riesgo de ser infectado por un serogrupo concreto
u otro).

Figura 1. Un estudio de asociacién comienza con la recoleccidn de las
muestras de individuos afectados (casos) e individuos sanos (controles)
(fase 1). Posteriormente, las muestras se genatipifican para distintos
marcadores genéticos; el investigador debe decidir la estrategia que
cabe seguir, que en parte vendra determinada por el madelo de patologia
y el presupuesto para la genotipificacion. Por ejemplo, se puede llevar a
cabo un disefio basado en genes candidatos o, si el presupuesto es lo
suficientemente grande, el investigador puede decantarse por una
estrategia de btisqueda (cribado) gendmica de marcadores genéticos
(SNE CNV. etc.) a lo largo de todo el genoma (fase 2). Todo ello requiere
la creacion de bases de datos perfectamente disefadas y un desarrollo
informético adecuado para el manejo de todos estos datos que, en
ocasiones, padria implicar cientos de millones de genotipos. Una vez se
han obtenido los resultados, interesa saber si las diferencias que se
detectan en el grupo de casos con respecto al grupo control son
estadisticamente significativas (usando por efjemplo un test de contraste
de hipdtesis), o conacer el riesgo que implica ser partador de una
determinada variante (fase 3). Los estudios de interaccion entre variantes
genéticas (SNP-SNP) o de éstas con variables ambientales o clinicas,
plantea grandes retos en cuanto al andlisis estadistico, debido a la
enorme dimensidn que genera todo el universo posible de comparaciones
{andlisis) apareadas (combinaciones), lo que técnicamente se conoce
como curse of dimensionality. £/ resultado final de los anélisis genomicos
en un estudio de asociacién estd relacionado generalmente con la
deteccion de uno o varios SNP (o la interaccion entre ellos) asociados a
la patologia o con alguna de las variables clinicopatoldgicas recogidas
en el estudio. ldealmente, dicha asociacidn debe replicarse en un estudio
independiente usando otra muestra de casos. En muchas ocasiones, la
asociacion positiva detectada se debe a la presencia de algin artefacto
relacionado con el diseffo o el anélisis estadistico ferror tipo [), 0
simplemente a que la potencia de nuestro estudio no es lo
suficientemente grande (p. ej., tamafio muestral pequefio) como para
detectar la asociacion (error tipo ll); asi, para reducir al minimo la
posibilidad de que surjan estos problemas, existen determinadas
variables que se deberian controlar en un estudio de asociacidn, como
las correcciones adecuadas para hipdtesis multiple o el control de
estratificacion poblacional, etc.

Seleccion de SNP y genotipificacion

Existen varias maneras de abordar el estudio genético de una
enfermedad. En el caso mas sencillo, el investigador, usando
sus casos y controles, puede desear replicar una asociacion
previamente descrita en la bibliografia de un SNP concreto.
Esto sucede a menudo en los estudios de asociacion, ya que
existen muchos factores (algunos de ellos mencionados previa-
mente) que generan falsos positivos de asociacion.

El investigador podria plantearse |a hipétesis de que algin
grupo de genes pueda estar relacionado con una determinada
patologia (genes candidatos). Para estudiar la presunta asocia-
ci6n de estos genes con la enfermedad, se deberan seleccionar
las variantes genéticas (SNP) dentro de estos genes para pos-
teriormente ser genotipificadas en su muestra de casos y con-
troles (e.j. '). Ademas de HapMap, existen otras muchas fuen-
tes de informacion (bases de datos piblicas accesibles por
cualquier investigador en Internet), asi como herramientas bio-
informaticas para seleccionar los SNP de interés.
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En el estudio genético de la enfermedad compleja, existe
otra alternativa cada vez mas demandada en la comunidad
cientifica. Se trata del «barrido genémicon, técnica hoy en dia
mas conacida como genome-wide association studies (GWAS).
En este tipo de estudio no existe una hipttesis preconcebida
(como es el caso del «gen candidato»), sino que se trata de
estudiar muchos miles de SNP distribuidos a lo largo de todo
el genoma en busca de algdn gen que pudiera estar asociado
a la patologia. Actualmente, hay un gran nimero de compafiias
que comercializan este tipo de analisis de genotipificacion, lo
cual facilita la labor del investigador. La gran desventaja de
estos estudios es su alto coste; ademas, el analisis de los da-
tos de un GWAS presenta importantes retos desde el punto de
vista estadistico y de interpretacién de resultados.

Por otro lado, un proyecto de asociacion minimamente ambi-
cioso requiere un gran esfuerzo de genotipificacion. Por ejemplo,
genotipificar tan sélo 100 SNP en 400 casos y 400 controles su-
pone realizar en total 80.000 genotipos. Afortunadamente, hoy
en dia existen métodos y «plataformas» de genotipificacion
que permiten obtener miles de genotipos en pocos dias a un
precio razonable, lo que hace cada vez mas accesible este pro-
ceso a un mayor nimero de investigadores y laboratorios. De-
pendiendo del nimero total de genotipos y muestras para la
genotipificacién, se puede determinar cudl es la plataforma
mas adecuada.

Tratamiento estadistico
e interpretacion de los resultados
en los estudios de asociacion

Un hecho contrastado es que, a pesar de los muchos esfuerzos
de genotipificacién, son muy pocas las variantes polimérficas
de riesgo que se han podido replicar en estudios independien-
tes. Son muchos los motivos por los que un estudio de asocia-
cién no se replica’. A continuacian, se describen los aspectos
mas conflictivos a la hora de interpretar un estudio de asocia-
cion.

Estratificacion poblacional

La estratificacion poblacional es probablemente el mayor pro-
blema al que se enfrentan los estudios de asociacion. Se ha
mencionado anteriormente la necesidad de que los casos y los
controles sean recogidos en el mismo grupo poblacional. La
estratificacion poblacional se refiere a la existencia de grupos
poblacionales con distintas caracteristicas genéticas que re-
presente a la muestra de casos y de controles. Cuando se lleva
a cabo el analisis estadistico de los datos, a menudo estas di-
ferencias poblacionales entre casos y controles aparecen como
asociadas a la enfermedad, sin tener ninguna relacion con la
patologia, dando lugar a falsos positivos de asociacion. Por
ejemplo, imaginemos un caso extremo en que el grupo de ca-
sos se recoge en la poblacion A (p. ej., poblacién europea), y el
grupo de controles se recoge en la poblacién B (p. e]., pobla-
cion asiatica). Debido a que estas dos poblaciones han tenido
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distinta historia demografica, algunos de los SNP analizados
en nuestro estudio podrian tener distintas frecuencias en las
poblaciones A y B. Cuando se hace el estudio de asociacion
entre casos y controles, dichas variantes aparecen estadistica-
mente asociadas con la enfermedad, cuando en realidad estos
SNP no estan relacionados con ella. Esto es, la variante gené-
tica aparece sobrerrepresentada en los casos con respecto a
los controles, porque esta variante es mas frecuente en la po-
blacién A que en la poblacion B, y no porque esté asociada con
la enfermedad.

Una de las mejores maneras de prevenir la estratificacién
pablacional es recoger los casos y los controles sobre una po-
blacién genéticamente «homogénea». Sin embargo, es muy
dificil determinar hasta qué punto una poblacion es lo suficien-
temente homogénea como para evitar el efecto negativo de la
estratificacion poblacional. De hecho, puede haber estratifica-
cion dentro de, por ejemplo, la poblacién espafiola, incluso
dentro de regiones en el mismo pafs. Por dicho motivo se han
desarrollado diversos métodos para detectar y hacer un segui-
miento de este problemaZ*.

Errores de genotipificacion

Las técnicas de genotipificacion y los procesos de manejo de
datos no estan exentos de posibles errores®. Supongamos un
caso relativamente habitual, en que se establezca el genotipo
de los pacientes en un laboratorio y los controles en otro. En un
caso extremo, podria suceder que en un laboratorio se genoti-
pifique erréneamente un SNP, dando lugar a una variante ge-
nética sobrerrepresentada en uno de los dos grupos (casos o
controles), lo que automdticamente generarfa una asociacién
estadistica espuria. El efecto de los errores de genotipificacion
es bastante comiin en los estudios de asociacion®’

Correcciones estadisticas

para hipotesis multiples

Cuando se desea saber si un SNP esta o no asociado a una
enfermedad, es comn llevar a cabo un contraste de hipatesis
basado, por ejemplo, en una prueba de ji al cuadrado. Cuando
se obtienen un valor de significacion (p) por debajo de un um-
bral preestablecido (generalmente, o= 0,05), se asume que hay
evidencias de que ese SNP estd asociado a la enfermedad. El
problema es que, cuando se estudian varios SNP, la probabili-
dad de que alguno de ellos aparezca como «estadisticamente»
asociado al azar se incrementa; como promedio, uno de cada
20 SNP estudiados aparecera como estadisticamente asociado
solamente por azar con un valor o= 0,05.

La realidad es que los valores de significacion detectados en
los estudios de asociacion no siempre se corrigen para el nime-
ro de contrastes de hipdtesis realizados (p. e]., nimero de SNP
genotipificados y/o nimero de variables clinicopatoldgicas ana-
lizadas, etc.). A menudo un investigador analiza varios cientos
de SNP, pero el valor de significacién que mantiene en su estu-
dio sigue siendo de 0,05, cuando en realidad dicho umbral de-
beria ajustarse en funcién del nimero total de hipétesis plan-
teadas. Esto hace que el investigador determine erréneamente
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que todos los SNP con valores por debajo de este umbral prees-
tablecido de 0,05 estén asociados a la enfermedad.

Existen varios métodos para ajustar los umbrales de signifi-
cacion y corregir el efecto de las hipatesis miltiples. Uno de
los métodos mas utilizados en biomedicina es la correccion
de Bonferroni, si bien hoy en dia existen otros muchos métodos
que podrian ser mas apropiados en funcién de la naturaleza de
los datos (p. e]., test de permutacion, bootstrapping, etc.).

En resumen, entre los criterios razonables para declarar co-
mo verdadera la existencia de una asociacion entre una varian-
te genética y una enfermedad, habria que incluir los siguientes:
a) debe haber garantias de que los resultados de asociacion
s0n genuinos y no estan afectados por la estratificacion pobla-
cional; b) los valores de significacién deben estar correctamen-
te ajustados por test mdltiple, y c) la asociacion observada
debe replicarse de manera consistente en otra muestra recogi-
da de manera independiente (que represente al mismo grupo
poblacional).

Estudios de asociacion en pediatria

Existe un interés creciente en el campo de la pediatria por los
estudios de asociacion de enfermedades multifactoriales. Di-
cho interés viene incentivado, en gran medida, por las facilida-
des cada vez mayores de genotipificacion en los hospitales y
centros de investigacion, el conocimiento cada vez mas ex-
haustivo del genoma humano y sus variantes genéticas, y la
accesibilidad libre a las principales bases de datos genéticas.
Actualmente ya se han publicado varios estudios de asociacion
genética en enfermedades importantes, dada su elevada pre-
valencia en la poblacién infantil (otitis media, asma, diabetes
mellitus tipo 1, celiaquia, etc.), y otras de especial interés por
su alta mortalidad y/o morbilidad en este grupo de edad (enfer-
medad meningocdcica, enfermedad neumocacica). La genética
también puede contribuir a elucidar las causas que podrian
estar involucradas en otras entidades de gran relevancia, como
el sindrome de muerte sibita®. Finalmente, se sospecha que
existen factores genéticos involucrados en otros aspectos de
gran interés en pediatrfa, como la posibilidad de predecir pro-
blemas relacionados con los trasplantes de drganos en nifios o
de pronosticar su evolucion a medio y largo plazo®.

Binder, et al.? han estudiado la presunta asociacion de va-
riantes genéticas localizadas en la regién promotora (encarga-
da de regular la funcién de uno o varios genes) del gen de la
proteina C con la sepsis meningocdcica. Entre otros hallazgos,
estos autores defienden |a presunta asociacion de una varian-
te genética con un mayor riesgo de infeccion meningocdcica;
los individuos afectados tienen ademds un riesgo incrementa-
do de desarrollar sepsis. También en relacion con la infeccion
meningocdcica, Bunker-Wiersma, et al. '° defienden que los
portadores de una variante genética localizada en el receptor
beta-1-adrenérgico tendrian un menor riesgo de mortalidad al
ingreso. Nuestro grupo de investigacion ESIGEM trabaja preci-

samente en estudios de asociacion genética en la enfermedad
meningocdcica pediatrica. Recientemente se ha identificado
una asociacion estadfstica entre el riesgo de padecer dicha
enfermedad y una variante localizada en el genoma mitocon-
drial; sin embargo, dicha asociacién podria deberse a la pre-
sencia de una sobrerrepresentacion de poblacion inmigrante
en |a poblacion de casos con respecto a la poblacion de contro-
les (datos aln no publicados). Esto indicaria que el factor ge-
nético de riesgo podria estar localizado en otras partes del
genoma, y no necesariamente en el genoma mitocondrial. La
sobrerrepresentacion de poblacién inmigrante en la muestra
de casos indicarfa que este grupo poblacional presenta un fac-
tor genético de riesgo (pero no necesariamente mitocondrial)
en relacién con |a poblacién local que lo hace mas susceptible
a padecer la enfermedad. El grupo ESIGEM sigue trabajando
intensamente en esta linea de investigacion, asi como en pro-
yectos de genotipificacion a gran escala (GWAS).

En estos Gltimos afios, la enfermedad de Kawasaki ha sido
objeto de estudio en varios ensayos genéticos. Cheung, et al."!
han propuesto que determinados SNP localizados en el gen de
la proteina C reactiva (CAP)y el gen del factor de necrosis tu-
moral (TNF) estarian relacionados con una mayor predisposi-
cion genética a presentar la enfermedad. Algunos estudios
previos'2™ ya habian sugerido la existencia de otros factores
genéticos involucrados en la modulacién de la susceptibilidad
a padecer la enfermedad, asi como en su prondstico, su progre-
sion y sus posibles complicaciones.

También recientemente, Velazquez-Cruz, et al."* han pro-
puesto que varios polimorfismos localizados en el gen 1 de la
muerte celular programada (PDCD1) podrian estar involucrados
en la presentacién precoz del lupus eritematoso sistémico, cu-
yo prondstico es peor en la poblacién pediatrica que en los
adultos.

Entre las enfermedades altamente prevalentes, el asma es
una de las que ha suscitado un interés especial de los investi-
gadores. En un reciente editorial, Nieto-Garcia'® hace una revi-
sion sobre el estado actual de la investigacion genética en el
asma, asi como de las dificultades que existen para entender
el comportamiento de la enfermedad como resultado de su na-
turaleza multifactorial (poligénica y ambiental).

Es importante resefiar que la mayoria de los estudios de aso-
ciacion genética necesitan ser validados en muestras de casos
y controles independientes y en distintos grupos poblaciona-
les. Sin embargo, algunos de estos estudios no han podido ser
replicados, lo cual se podria explicar por muy diversos factores.
Entre los mds importantes habria que destacar todos los rela-
cionados con un disefio inadecuado del estudio de asociacion
(tamafios muestrales pequefios de casos y controles, estratifi-
cacion poblacional, etc.), o por una interpretacion estadistica
deficiente que deriva frecuentemente en un incremento de fal-
s0s positivos de asociacion.

Por primera vez en la historia de la genética se nos presenta
la gran oportunidad de descubrir los agentes responsables de
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la enfermedad compleja. Como pediatras, es esencial actuali-
zar nuestra base de conocimiento genético y aunar nuestro
esfuerzo con el de todos los profesionales implicados en las
ciencias de la salud, ya que sélo de esta manera se puede in-
tegrar esta herramienta de forma (til en la practica clinica
diaria, y se posibilita el disefio de los estudios de asociacion
con las garantias necesarias para esclarecer definitivamente la
etiologia multifactorial de la enfermedad pediatrica.
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